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Referat: 
Die Arbeit beschäftigt sich mit dem Problem der Fettlebererkrankung. In der Einleitung wird auf die 
aktuelle Relevanz der Gesundheitsstörung und Therapiemöglichkeiten eingegangen, insbesondere 
durch das, in der Therapie des Diabetes mellitus Typ 2 gebräuchliche Biguanid Metformin. Der Bezug 
zu molekularbiologischen Signalwegen wird hergestellt und verschiedene in vitro Modellsysteme 
werden vorgestellt. 
Anschließend wird auf die Herkunft und genetische Besonderheiten der verwendeten primären 
Maushepatozyten und Hepatomzellen eingegangen, bevor die angewandten Methoden vorgestellt 
werden. Zum Einsatz kam in dieser Arbeit vor allem die Lipidmessung mittels Fettrot, um das Ausmaß 
an Steatosis quantifizierbar zu machen. 
Im Ergebnisteil folgen zuerst Versuche zur Zytotoxizität der einzelnen Chemikalien und deren Einfluss 
auf intrazelluläre Energieniveaus, bevor der Einfluss auf die hepatozellulären Fetteinlagerungen im 
Detail untersucht wird. Unterstützt werden die Ergebnisse durch mikroskopische Bilder der 
Hepatozyten, welche die beschriebenen Effekte verdeutlichen.  
Insgesamt konnten folgende Thesen aufgestellt werden: 
 Zwischen primären Hepatozyten von Wildtyp- und Knockout-Mäusen, bestehen nach 24 
stündiger Kultivierung Unterschiede bezüglich des intrazellulären Lipidgehaltes, welche sich 
nach 72 stündiger Kultivierungszeit nivellieren. 
 Metformin- und Fructoseinkubation senken den intrazellulären ATP-Gehalt, gleichzeitige 
Anwesenheit von Metformin und Glucose vermindern den Effekt. 
 Durch 72-stündige Inkubation der primären Hepatozyten und Behandlung mit Metformin 
konnte der intrazelluläre Lipidgehalt um circa 40% gesenkt werden. 
 Durch 72-stündige Inkubation der primären Hepatozyten mit Glucose konnte der 
intrazelluläre Lipidgehalt um circa 100% gesteigert werden. 
 Bei humanen Hepatomzellen (HuH7) konnte kein Metformin- und kein Glucoseeffekt 
beobachtet werden. 





I.1. Die Leber 
 
I.1.1. Histologie und Funktionen 
 
Die Leber ist eines der größten Organe des Organismus von Säugetieren. Etwa 70% ihrer Zellmasse 
besteht aus Parenchymzellen, der verbleibende Anteil wird aus Gallengangsepithelien, Zellen des 
retikuloendothelialen Systems (Kupfferzellen), Sternzellen und Endothelzellen gebildet. In der Leber 
laufen die meisten der heute bekannten Reaktionen des Intermediärstoffwechsels ab. 
Die Leber ist das zentrale Organ der Glucosehomöostase, des Aminosäure- und Proteinstoffwechsels, 
für den Ab- und Aufbau der verschiedenen Lipide verantwortlich sowie wichtigstes Organ zur 
Entgiftung (Biotransformation) des Organismus. Sie synthetisiert den größten Teil der 
Plasmaproteine und ist damit für Blutgerinnung und die adäquate Immunantwort auf Entzündungen 
unverzichtbar. Diese Funktionen werden fast ausschließlich von den Leberparenchymzellen, den 
Hepatozyten übernommen. Ihre Aufgaben als exkretorisches Organ, die Gallensäuresynthese und 
Gallebildung, können nur durch die Zusammenarbeit von Hepatozyten und Cholangiozyten 
gewährleistet werden.  
Doch auch die Nichtparenchymzellen der Leber haben wichtige Funktionen. Die hepatischen 
Endothelzellen zum Beispiel sind für die Eliminierung von Makromolekülen, wie Asialoglycoproteine, 
Immunkomplexe und LDL-Apolipoproteine aus dem Blut verantwortlich. Zur Phagozytose von Viren, 
Bakterien, Zelltrümmern, Immunkomplexen und Endotoxinen und damit zur Immunabwehr werden 
Kupfferzellen benötigt. Auf die Speicherung von Retinol und die Produktion von Extrazellulärer 






I.1.2. Pathologien und deren Folgen 
 
Besonders deutlich wird die Bedeutung der Leber auch bei der Betrachtung ihrer Pathologien. Die 
Lebenserwartung eines Menschen mit Leberzirrhose, die durch chronische Schädigung der 
Hepatozyten und fibrotischen Umbau der Leber durch aktivierte Sternzellen ausgelöst wird, gleicht 
der eines Patienten mit Malignomerkrankung im Endstadium. Der einzige Ausweg bleibt häufig die 
Lebertansplantation, doch die aktuellen Zahlen aus dem Jahr 2009 zeigen, dass von 2083 benötigten 
Organen in der Bundesrepublik gerade einmal 978 transplantiert werden konnten (vgl. Statistiken der 
Eurotransplant International Foundation). Der Löwenanteil Erkrankter bleibt damit schwerstkrank. 
1995 mussten 40.553 Männer und 25.495 Frauen stationär wegen chronischer Leberkrankheit und -
zirrhose behandelt werden. Am häufigsten waren jeweils die 45 bis 64jährigen betroffen. Wegen 
chronischer Leberkrankheit und -zirrhose wurden vom Verband Deutscher 
Rentenversicherungsträger 2.232 Maßnahmen zur medizinischen und sonstigen Rehabilitation 
durchgeführt. Die direkten Kosten für Leistungen wegen chronischer Leberkrankheiten in 
Deutschland wurden für 1994 auf ca. 1,9 Mrd. DM geschätzt (Gesundheitsberichterstattung des 
Bundes, Gesundheitsbericht für Deutschland, 1998). Auch 2006 waren die Erkrankungen des 
Verdauungstraktes an zweiter Stelle der Krankheitskosten nach Erkrankungen des Herz-Kreislauf-
Systems vertreten. Nachdem die Zusammenhänge zwischen Leberverfettung, metabolischem 
Syndrom, Diabetes mellitus Typ 2 und kardialen Erkrankungen im folgenden Abschnitt noch 
deutlicher werden, sollte die Bedeutung der Forschung auf diesem Sektor der Medizin bereits an 
dieser Stelle klar zum Ausdruck kommen.  
 




Das gleichzeitige Vorliegen von Dyslipoproteinämie (hohe LDL-Cholesterinwerte bei niedrigem HDL-
Cholesterin oder Hypertriglyceridämie), Hypertonie, Adipositas vom androiden Typ (stammbetonte  
Fettverteilung) und Typ-II-Diabetes mellitus beziehungsweise gestörte Glucosetoleranz, wird als 
metabolisches Syndrom bezeichnet (als Syndrom X bereits 1988 von Reaven beschrieben). 
Ätiologisch liegt dem neben erhöhtem Konsum fett- und zuckerhaltiger Nahrung in Kombination mit 
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Bewegungsarmut, eine Insulinresistenz als pathophysiologische Störung zugrunde. Diese ist 
wahrscheinlich zum Teil auch genetisch determiniert und kann zunächst durch eine Hyperinsulinämie 
kompensiert werden. Die stets zu hohen Insulinspiegel tragen erheblich zur Entstehung eines 
vermehrten Hungergefühls bei, was eine vermehrte Nahrungsaufnahme und letztendlich die 
Hypertriglyceridämie und Adipositas nach sich zieht. Oft manifestiert sich erst Jahre später die 
diabetische Stoffwechselstörung, häufig bereits mit gleichzeitigem Vorliegen kardiovaskulärer 
Komplikationen. Damit ist der manifeste Diabetes mellitus Typ-II meist der Endpunkt einer viele Jahre 
bestehenden Insulinresistenz. 
 
1.2.2. Folgen der metabolischen Veränderungen 
 
Nicht selten kommt es im Rahmen dieses Syndroms zur Leberverfettung, an die sich die Entwicklung 
einer Fettleber und durch die vom Fettgewebe gebildeten proinflammatorischen Zytokine auch die 
Progression zur Nicht-alkoholischen Steatohepatitis (NASH) anschließen kann. Diese kann in eine 
Leberzirrhose und schließlich in ein Leberzellkarzinom übergehen (vgl. Osipo et al. 2006). Bei jedem 
dritten Patienten kann mit einer solchen Entwicklung gerechnet werden, wobei die Gefahr besonders 
groß ist, wenn sich bereits ein Diabetes mellitus manifestiert hat. Diese Stadien werden wegen der 
fließenden Übergänge alle unter dem Begriff der NAFLD (Non- alcoholic- fatt- liver- disease) 
zusammengefasst (vgl. Vetter 2008). Die Prävalenz dieser Gesundheitsstörung steigt derzeit weiter 
an (vgl. Tziomalos K et al. 2012). 
Etwa 50 bis 80 Prozent der Altersdiabetiker sind übergewichtig und bei etwa jedem zweiten Typ-II-
Diabetiker ist die Leber verfettet. Die Prävalenz fortgeschrittener NAFLD-Stadien (Fibrose, Zirrhose) 
nimmt mit der Anzahl der Komponenten des metabolischen Syndroms zu. Eine besonders hohe 
Bedeutung kommt den viszeralen Fettdepots zu, deren Ausmaß sich einfach und zuverlässig mittels 
Taillenumfang abschätzen lässt. Zwischen dem Grad der Leberverfettung und dem Verhältnis aus 
Taillen- zu Hüftumfang („waist-to-hip ratio“) besteht ein signifikanter Zusammenhang (vgl. Dancygier 
2006). Mit der zunehmenden Übergewichtigkeit von Kindern und Jugendlichen nimmt auch in dieser 
Altersgruppe die Prävalenz von NAFLD und dem damit verbundenen erhöhten Risiko 
kardiovaskulärer Erkrankungen immer mehr zu (vgl. Joel E. Lavine, 2011). 
Zwischen Diabetes mellitus und der Leber bestehen komplexe Beziehungen. Eine Leberzirrhose wird 
bei Diabetikern viermal so häufig angetroffen wie bei Nichtdiabetikern. 25 bis 75 Prozent der 
Patienten mit NASH leiden an einem Diabetes mellitus Typ 2 oder an gestörter Glucosetoleranz, 
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andersherum kann die Fettleberhepatitis der Entwicklung eines Diabetes mellitus vorausgehen. 2005 
eruierten Davila et al. die Zuckerkrankheit als eigenständigen Risikofaktor für die Entwicklung eines 
Hepatozellulären Karzinoms. Laut Ihren Ergebnissen ist das HCC-Risiko eines Diabetikers gegenüber 
Nicht-Diabetikern zwei- bis dreifach erhöht. Die pathogenetische Wertigkeit jedes einzelnen 
Risikofaktors für sich lässt sich nicht abschätzen, die Kombination von Diabetes mellitus und 
Adipositas scheint aber mit einem größeren NASH-Risiko behaftet zu sein als jede Erkrankung für sich 
allein. 
Prädiktoren für eine Progredienz der NAFLD sind eine Umkehr des Verhältnisses von ALT/AST, 
Adipositas, Alter > 45 bis 50 Jahre (vermutlich als Ausdruck der Dauer der Steatose), Diabetes 
mellitus Typ II, Hypertriglyzeridämie, arterieller Hypertonus und der Grad der Insulinresistenz. Das 
heißt, je stärker das metabolische Syndrom ausgeprägt ist, desto höher ist das Risiko einer 
progredienten Lebererkrankung. Das gemeinsame Auftreten von Adipositas und Diabetes mellitus 
Typ 2 ist der stärkste Prädiktor einer Leberfibrose. Adipositas und Diabetes mellitus Typ II sind 
Risikofaktoren für die Entwicklung eines HCC. 
 
I.2.3. Therapeutische Optionen 
 
Therapeutisch sollten primär die Schulung der Patienten, eine behutsame Gewichtsreduktion durch 
Kalorienrestriktion und körperliche Bewegung sowie die optimale Einstellung des Blutzuckers 
selbstverständlich sein. Darunter sind Besserungen steatohepatitischer Veränderungen beschrieben. 
Schon ein moderater Gewichtsverlust von etwa 10 Prozent des Körpergewichts führt zu einer 
überproportional hohen Abnahme des viszeral-abdominalen Fettgewebes um bis zu 30 Prozent, zur 
Verbesserung der Insulinsensitivität und zu einem Abfall leicht erhöhter Transaminasen bei 
asymptomatischen adipösen Patienten. Eine zuverlässig wirksame Pharmakotherapie der NAFLD 
steht gegenwärtig nicht zur Verfügung. Lipidsenker haben nach vorliegenden Erfahrungen keinen 
klinischen Nutzen in der Therapie der NAFLD. Vitamin E vermindert als Antioxidans den oxidativen 
Stress und führt häufig zur Normalisierung leicht erhöhter Transaminasen. Therapie mit 
Ursodesoxycholsäure war nicht wirksamer als ein Placebo (Lindor et al. 2004).  
Ein sinnvoller und pathogenetisch begründeter Therapieansatz ist die Behandlung des metabolischen 
Syndroms durch Verbesserung der Insulinsensitivität. Thiazolidindione wirken als Liganden für PPAR-
g („peroxisomal proliferator activated receptor-g“), eine Klasse nukleärer Transkriptionsfaktoren, die 
sich im Fettgewebe konzentrieren (vgl. Tjokroprawiro A. 2006). PPAR-g-Agonisten vermindern die 
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Fettsäuresynthese in den Adipozyten und der Skelettmuskultur und verbessern durch 
Heraufregulation bestimmter Proteinkinasen die Insulinsensitivität. Außerdem sind sie in der Lage, 
die hepatischen Stern- (Ito-) Zellen zu hemmen und über diesen Mechanismus die Fibrogenese zu 
vermindern (vgl. Tiikkainen et al 2004, Natali et al. 2006). Bisher ist die Datenbasis aber noch zu 
schmal, um den klinischen Einsatz von Thiazolidindionen bei NAFLD außerhalb von Studien zu 
rechtfertigen. 
Das Biguanid Metformin vermindert die Insulinresistenz ohne die pankreatische Betazellsekretion zu 
steigern und führt und zu einer Reduktion der freien Fettsäuren und der Lipidoxidationsrate, was sich 
wiederum günstig auf die Lipidparameter auswirkt (vgl. Matthaei et al. 2009). Eine generelle 
Behandlungsempfehlung des metabolischen Syndroms ohne das Vorliegen eines manifesten Typ-2-




I.3.1.Notwendigkeit von Tiermodellen 
 
In der pharmazeutischen Forschung sind Tiermodelle eine wichtige Methode, um Sicherheitsrisiken 
des Arzneimitteleinsatzes für den Menschen aus den gewonnenen toxikologischen Daten 
abzuschätzen. Oft werden präklinische Studien mit geeigneten Krankheitsmodellen (zum Beispiel 
Knockout-Maus) durchgeführt, um die Wirksamkeit des Wirkstoffes in vivo nachzuweisen. Daher 
spielen, besonders in der frühesten Phase der Arzneimittelforschung und -entwicklung, in vitro 
Systeme, wie primäre Ratten- oder Maushepatozyten, eine bedeutende Rolle in der toxikologischen 
Forschung. Beigel et al. (2005) stellten fest, dass primäre Rattenhepatozyten für kurze Zeit dauernde 
Gen- und Proteinexpressionsanalysen sinnvoll eingesetzt werden können, während für mittel- bis 
langfristige Toxizitätsstudien, andere Modellsysteme erforderlich sind, um Vorteile in Schnelligkeit, 
Kosten und Sensitivität der Vorhersage möglicher Arzneimitteltoxizität zu schaffen. 
In den vergangenen Jahrzehnten haben sich  vor allem zwei in vitro Modellsysteme bewährt: primäre 
Zellkulturen von Hepatozyten und Hepatomzelllinien. Bei beiden existieren wiederum mehrere 
verschiedene Möglichkeiten. So kann man primäre Hepatozyten beispielsweise sowohl von Nagern 
wie Maus oder Ratte gewinnen, als auch von humanen Lebern. Ebenfalls gibt es verschiedenste 
Hepatomzelllinien, an denen in vitro Experimente vorgenommen werden können. Beispielhaft 




I.3.2. Primäre Hepatozyten 
 
Die Schwierigkeiten primärer Hepatozyten-Zellkulturen liegen in ihrer limitierten Verfügbarkeit 
besonders bei humanen Zellen, der begrenzten Lebensdauer und den aufwendigen und spezifischen 
Kultivierungstechniken, die zu deren Kultivierung unverzichtbar sind. Trotz sorgfältiger Auswahl 
genetisch ähnlicher Tiere zur Reproduktion von Versuchen oder Ergebnissen, ist keine Identität 
gegeben, weder genotypisch noch phänotypisch, was häufige Wiederholungen notwendig macht, um 
statistisch signifikante Niveaus zu erhalten. Alles in allem ist der Arbeitsaufwand bei Arbeiten mit 
primären Hepatozyten gegenüber dem mit Hepatomzellen deutlich gesteigert. 
Klar überlegen sind primäre Zellkulturen den Zelllinien jedoch in ihrer Ähnlichkeit und damit 
letztendlich der  Übertragbarkeit ihrer Reaktionen und Zustände auf Vorgänge in vivo. Wilkening et 
al. (2003) vermuten, dass primäre Zellen gegenüber Promutagenen wesentlich sensitiver sind als 
Zelllinien; Sie exprimieren Phase-1-Enzyme auf wesentlich höherem Niveau und reflektieren damit 
eher den Metabolismus der menschlichen Leber. Durch technisch aufwendige Züchtung ist es 
außerdem möglich, geeignete Krankheitsmodelle, beispielsweise in Form von Knockout Mäusen zu 
erhalten und an deren primären Hepatozytenkulturen Chemikalien- und Umgebungseinflüsse auf 




Demgegenüber liegt der Vorteil der Hepatom-Zelllinien auf der Hand: sie sind grenzenlos 
reproduzier- und verfügbar. Durch ihre genetische Identität (quasi alle Zellen sind Klone einer 
Einzelnen) ist ihre Reaktion auf Umwelteinflüsse weitgehend identisch, was eine hohe 
Reproduzierbarkeit von Ergebnissen mit sich bringt. 
Doch darf nicht vergessen werden, dass es sich dabei um Tumorzellen handelt. Auch wenn gut 
differenzierte Hepatozelluläre Karzinomzellen, wie die der Linie HuH7, gesunden Hepatozyten in 
ihrem Aussehen und ihrer Funktion sehr ähnlich sind, so gibt es doch drastische Unterschiede. Als 
wichtigster sei an dieser Stelle die erhöhte Glucoseaufnahme und –verstoffwechslung genannt, die 
bei den allermeisten Tumorentitäten vorhanden ist und schließlich auch die Grundlage dafür bildet, 
dass die nuklearmedizinische Methode zur Darstellung von Flurdesoxyglucose-markiertem 
Tumorgewebe mittels PET-CT in der bildgebenden Diagnostik fest verankert ist. Wobser et al. (2009) 
konnten zwar feststellen, dass Hepatomlinien geeignet sind als ein in vitro Modell zu fungieren, um 
den profibrogenen Effekt hepatischer Steatose darzustellen, jedoch versagen diese Modelle zum 
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Beispiel, wenn es darum geht, intrazelluläre Lipidtröpfchenbildung durch Anwesenheit hoher 
Konzentrationen an Glucose und gegebenenfalls zusätzlich an Insulin zu induzieren (vergl. Fujimoto 




I.4. Der Hedgehog-Signalweg 
 
I.4.1. Allgemeine Bedeutung 
 
Eine zentrale Signalkaskade sowohl in der Regulation von Zelldifferenzierungsprozessen während der 
Embryonalentwicklung in Vertebraten, als auch in adulten differenzierten Geweben (Kalderon 2005; 
Thomas et al. 2000; Varjosalo et al. 2007), bildet die Sonic Hedgehog-Patched-GLI (SHH-PTCH-GLI)-
Signalkaskade. Viele Proteine dieses Signalwegs sind speziesübergreifend hoch konserviert, was auf 
eine essentielle und zentral regulatorische Funktion dieser Kaskade in der Entwicklung hinweist 
(Villavicencio et al. 2000). Ein weiterer Hinweis auf die Unabkömmlichkeit des Signalweges und 
insbesondere des Transmembranproteins Smo ergibt sich aus der Tatsache, dass experimentell 
hergestellte homozygote Smo-Null-Mutanten nicht länger als neuneinhalb Tage postcoital überleben 
(vgl. Zangh et al. 2001). 
Die Folge von Mutationen in der SHH-PTCH-GLI-Signalkaskade während der Embryogenese sind 
schwerwiegende und oft nicht mit dem Leben vereinbare Syndrome, für deren Fülle hier 
stellvertretend einige wichtige aufgezählt werden sollen: 
 Holoprosenzephalie (Folge zum Beispiel einer SHH-Mutation mit hoher intrauteriner 
Letalität, häufigste angeborene Gehirnfehlbildung.) 
 NBCCS (Naevoides Basalzell-Karzinom-Syndrom, zugrunde liegt eine Mutation im PTCH-Gen, 
die unter anderem multiple Basalzellkarzinome, odontogenen Keratozysten sowie Rippen- 
und Wirbelsäulenanomalien bedingt.) 
 Greig-Cephalopolysyndaktylie-Syndrom (Fehlbildungskomplex aus Schädel- und 
Gesichtsdysmorphien mit Fehlbildungen der Extremitäten in Folge einer Gli3-Mutation.) 
 Smith-Lemli-Opitz-Syndrom (7-Dehydrocholesterol-Reduktasemangel, zieht aufgrund des 
konsekutiven Cholesterinmangels typische Erscheinungen wie Herzfehler, Mikrozephalie, 
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Syndaktylie und Organfehlbildungen nach sich. Ursächlich konnte auch hier eine Mutation im 
Gli3-Gen detektiert werden.) 
Der Hedgehog Signalweg ist außerdem  in die Pathogenese multipler Tumoren eingeschlossen, 
beispielsweise dem Basalzellkarzinom (vgl. Dahmane et al. 1997; Athar et al. 2004; Williams 2003; 
Basset-Seguin et al. 2004), Kleinzelligen Bronchialkarzinom, Medulloblastom, Prostata-Karzinom 
sowie einigen Gastroenterologischen Tumorentitäten (vgl. Dahmane et al. 2001; Berman et al. 2002; 
Taipale et al. 2000; Karhadkar et al. 2004). Patil et al. (2006) vermuten sogar eine vermehrte Aktivität 
der Signalkaskade in verschiedenen Hepatozellulären Karzinomen, wodurch sich eventuell neue 
Ansatzpunkte der tumorstatischen Therapie ergeben. 
 
 
I.4.2. Das humane Sonic Hedgehog-Patched-GLI-Modell 
 
In der humanen SHH-Signalkaskade ist es notwendig, das SHH-Protein durch Proteolyse in eine N-
terminale Form zu spalten und über die Bindung eines Palmitoyl- und Cholesterinrestes zu 
modifizieren (Pepinsky et al. 1998). Das so aktivierte SHH-Protein bindet an seine 12 hydrophobe 
Transmembrandomänen umfassenden Rezeptoren PATCHED-1 (PTCH-1) und PATCHED-2 (PTCH-2) 
auf den Zielzellen (Stone et al. 1996; Smyth et al. 1999). PTCH-1 und möglicherweise PTCH-2 
inhibieren in Abwesenheit des SHH Signals konstitutiv das Transmembranprotein SMOOTHENED 
(SMO), das mit seinen sieben Transmembrandomänen Ähnlichkeit mit einem G-Protein-gekoppeltem 
Rezeptor besitzt. In Modellsystemen wurde beobachtet, dass die PTCH-induzierte Hemmung von 
SMO durch die Bindung von aktiviertem SHH aufgehoben wird (Murone et al. 1999). Dadurch wird 
ein intrazellulärer Signalweg eingeleitet, der schließlich über Transkriptionsfaktoren der GLI-Familie 
die transkriptionelle Aktivität der Zielzelle steuert. Bisher ist noch nicht vollständig bekannt, durch 





Im Drosophila melanogaster Modellsystem wurde eine homologe Signalkaskade untersucht, in der 
das Protein „Hedgehog“ (Hh) die Signalkaskade steuert. Das Hh-Protein nimmt, wie sein 
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Vertebratenäquivalent SHH, über komplexe Signalwege Einfluss auf die Zelldifferenzierung zu 
verschiedenen Zeitpunkten der Entwicklung. An der Signaltransduktion von Hh via Ptch an das GLI-
Homolog Cubitus interruptus (Ci) im Drosophila melanogaster-System sind die Proteinkinasen Fused 
(Fu), Supressor of Fused [Su(Fu)] und das Mikrotubuli-assoziierte Protein Costal-2 (Cos-2) beteiligt. 
Die Proteinkinasen Fu und Su(Fu) bilden mit Ci und Cos-2 bei Abwesenheit von Hh einen 
zytoplasmatischen Komplex, der Mikrotubuli verankert ist (Robbins et al. 1997; Sisson et al. 1997). 
Dies führt zur Abspaltung eines aminoterminalen Fragmentes von 75 kDa (Ci-75), das im Nukleus als 
Repressor für Hh-Zielgene fungiert. Diese Proteolyse erfolgt allerdings nur, wenn zuvor multiple 
Phosphorylierungsschritte durch Proteinkinase A (PKA), Creatinkinase-1 (CK1) und 
Glycogensynthasekinase-3 (GSK3) stattgefunden haben (Cohen 2003). Hh-Anwesenheit an Ptch führt 
zur Aufhebung der Smo-Hemmung, zur Umwandlung von Ci-75 zu Ci-155 mittels einer Phosphatase 
und damit zu dessen Aktivierung als Transkriptionsfaktor der Hh-Ptch-Smo-Zielgene. Bei dem Sieben-
Transmembranprotein Smoothened handelt es sich um ein atypisches Kinesin, welches die 
Signalwegaktivierung steuert, durch Interaktion mit anderen Komponenten eines Komplexes, der den 
Zink-Finger Transkriptionsfaktor Ci enthält (vgl. Lum et al. 2004). 
 
Abb. 1: Übersicht über die Hedgehog-Signalkaskade (vgl. Cohen 2003) 
In Vertebraten wie auch in Drosophila führt die Bindung Hedgehogs an PTCH zu einer Internalisierung 
und Sequestrierung des Liganden. Die Folge der Passage von Hedgehog an einem PTCH-
10 
 
exprimierendem Rezeptorfeld in vivo ist damit die Verminderung des Signals, also ein Liganden-
abhängiger Antagonismus (vgl. Incardona et al. 2000). 
Dem Vergleich zwischen dem Verterbratensystem und dem Modellsystem Drosophila melanogaster 
mit Ci als GLI3-Homolog sind jedoch Grenzen gesetzt. Die Regelkreisläufe im Vertebratensytem sind 
komplexer, da die GLI Transkriptionsfaktoren GLI1, GLI2 und GLI3 im SHH-Signalweg interagieren. 
Zudem sind für den Menschen mindestens drei verschiedene homologe Genprodukte zum 
Hedgehog-Protein beschrieben: Sonic Hedgehog (SHH), Indian Hedgehog (IHH) und Desert Hedgehog 
(DHH) (Riobo et al. 2007), wobei SHH das meist exprimierte und erforschte Protein ist.  
Thomas et al. gelang es 2001 nachzuweisen, dass der HH-Signalweg nicht nur eine bedeutende Rolle 
in der Embryonalentwicklung, sondern auch im vollständig entwickelten Pankreas spielt: Auf dem 
Level der Transkription stimuliert das HH-Signal experimentell die Expression von Insulin-Genen und 
damit die endogene Insulinproduktion in den ß-Zellen des Pankreas. Umgekehrt ist deren Reduktion 
durch Hemmung des HH-Signalweges mittels Cyclopamin, einem Steroid-Alkaloid, welches SMO 
bindet und blockiert, möglich. Das HH-Netzwerk könnte somit potentiell zu einem wichtigen Faktor 






Das Biguanid Metformin (1,1-Dimethylbiguanid) ist genau 50 Jahre nach seiner Einführung das Mittel 
der ersten Wahl gemeinsam mit Lebensstiländerung  zur initial medikamentösen Behandlung  aller 
Typ-II-Diabetiker unabhängig vom Körpergewicht (vgl. Matthaei et al. 2009). Mit seiner Zulassung vor 
über 40 Jahren ist es eines der am längsten eingesetzten Antidiabetika. Laut der großen „United 
Kingdom Prospective Diabetes Study“ verringert Metformin das Auftreten kardiovaskulärer 
Ereignisse sowie mikro- und makroangiopathischer Komplikationen bei Altersdiabetikern. Dadurch 





Abb. 2: Chemische Strukturformel von Metformin 
 
I.5.2. Wirkmechanismus von Metformin 
 
I.5.2.1. Zentrale Angriffspunkte 
Das molekulare Wirkprinzip von Biguaniden ist nach wie vor nicht vollständig geklärt. Aktuell gibt es 
folgende Theorien zu den biochemischen Angriffspunkten des Metformins: 
Zentral, also in der Leber, werden die hepatische Gluconeogenese und damit die endogene 
Glucoseproduktion reduziert. Dies geschieht möglicherweise über 
 Die Aktivierung der AMP-abhängigen-Kinase (AMPK). Als Beweis dafür sehen Schimmack et 
al. 2006 die Umkehr des Metformin-Effektes durch den spezifischen AMPK-Block mittels 
Compound C. Folge der Enzymaktivierung wäre die Aktivitätsminderung der 
Glycogensynthase, Aktivitätssteigerung der 6-Phosphofructo-2-Kinase, was einen Anstieg der 
Glycolyse zur Folge hätte, Hemmung von Acetyl-CoA-Carboxylase und HMG-CoA-Reductase, 
was zum Herabsetzen von Fettsäure- und Cholesterinbiosynthese führen würde sowie als 
Langzeiteffekt die Hemmung der Transkription gluconeogenetischer Gene, die beispielsweise 
für Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase (PEP-CK) und Glucose-6-Phosphatase codieren. 
 Das Enzym LKB-1, welches Aktivator der AMPK ist. Durch Metformin lässt sich zwar keine 
Aktivitätserhöhung der LKB-1 nachweisen, ohne LKB-1-Anwesenheit bleibt jedoch der 
Metformin-Effekt aus (vgl. Hardie et Hoek 2006; Towler et Hardie 2007). 
 Die spezifische Hemmung des Komplexes 1 der mitochondrialen Atmungskette und damit 
einen Anstieg des AMP/ATP-Verhältnisses, die auch die AMPK-Aktivierung nach sich ziehen 
würde. Dagegen spräche jedoch, dass die hohen intrazellulären Konzentrationen, die für eine 
relevante Verhältnis-Änderung notwendig wären, wohl keine therapeutische Möglichkeit 
böten. Andererseits würde die Gefahr der Lactazidose, die obligatorisch damit einherginge 
ansteigen (Viollet et al. 2006). 
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 Der Mechanismus der Metforminwirkung in der Leber beinhaltet weiterhin die direkte 
Aktivierung des Insulin-Rezeptors (IR), gefolgt von einer selektiven Aktivierung des Insulin-
Rezeptor Substrates-2 (IRS-2) und erhöhter hepatischer Glucoseaufnahme, durch eine 
Steigerung der GLUT-1 Translokation in die Zellmembran (vgl. Gunton et al. 2003). 
Beweisend hierfür sei die vollständige Aufhebbarkeit des Metformineffektes durch einen IR-
Inhibitor. 
 
I.5.2.2. Weitere  Angriffspunkte und Wirkungen 
In peripheren Geweben steigert Metformin die Insulin-abhängige Glucoseaufnahme vermutlich auch 
über den Mechanismus der AMPK-Aktivierung. Die Aktivität der Hormonsensitiven Lipase und damit 
die Lipolyse im Fettgewebe werden vermindert, es kommt zur Translokation der Glucosetransporter 
GLUT-4 in die Zellmembran (durch Phosphorylierung der Aminosäure 160) und zum Anstieg der 
Glycolyse, wofür jedoch wiederum hohe intrazelluläre Konzentrationen benötigt würden. 
Allgemein gilt außerdem, dass Diabetiker unter Metformin-Therapie weniger anfällig sind Karzinome 
zu entwickeln als andere, was möglicherweise wiederum auf die AMPK-abhängige Hemmung der 
Zellproliferation zurückzuführen ist. Denkbar wäre auch eine selektive Toxizität Metformins 
gegenüber Zellen mit p-53 Defizit (vgl. Buzzai et al. 2007), welche den Effekt erklären könnte. 
 
I.5.3. Unerwünschte Arzneimittelwirkungen und Gegenanzeigen 
 
Metformin ist im Allgemeinen gut verträglich. Lediglich selten kommt es zu Irritationen des 
Gastrointestinaltraktes, die sich in Appetitlosigkeit, Nausea und Emesis, gelegentlich Diarrhoen 
äußern. Vereinzelt wurden auch Lactazidosen beschrieben. Bei schweren Leber- und 
Nierenfunktionsstörungen ist von einer Einnahme abzusehen, da erstere die Entstehung einer 
Lactazidose begünstigt, während letztere die Elimination des Arzneimittels beeinträchtigt. Auch bei 





I.5.4. Ziel der Arbeit 
 
In dieser Arbeit wurde untersucht, ob es Hinweise für eine Reduktion von Steatosis hepatis durch das 
Biguanid Metformin gibt. Es ist als orales Antidiabetikum seit Jahrzehnten klinisch im Einsatz und aus 
der first-line Therapie des Typ-II-Diabetes mellitus nicht mehr wegzudenken. Hinweise auf einen 
molekularbiologischen Angriffspunkt des Pharmazeutikums sind somit von größtem 
wissenschaftlichem Interesse. 
Als Steatosemodelle dienten primäre Hepatozyten vom Wildtyp, welche durch übermäßig hohes 
glucogenes Nährstoffangebot zur Verfettung neigten, Knockout-Hepatozyten, welche durch 
gewebsspezifischen Gen-Knockout eine genetisch bedingte Steatose entwickelten und humane 










Die verwendeten Hepatozyten stammten von verschiedenen Mauslinien. Als Probetiere für einfache 
Toxizitätsuntersuchungen dienten auf Grund der begrenzten Verfügbarkeit der SAC und SLC-Tiere, 
Mäuse der Linie Black6 (C57Bl6) aus dem MEZ der Universität Leipzig. 
Für die Experimente wurden Maushepatozyten der Linien SAC und größtenteils SLC verwendet, 
deren Herstellung durch Frau Matz, Madlen (Biochemisches Institut der Universität Leipzig) erfolgte.  
Um den leberzellspezifischen  Knockout des Smo-Gens als Reaktion auf das Verabreichen von 
Doxycyclin im Alter von 8 Wochen zu generieren, wurden sogenannte Smotm2Amc/J-Mäuse mit LC-
1/rTALAP-1-Tieren gekreuzt (unveröffentlichte Daten, Matz et al.). Die Kreuzung galt als erfolgreich, 
wenn Homozygotie für die gefloxten Smo-Alleele erzielt werden konnte, also das DNA-Segment, 
welches für Smo codiert, von zwei loxP-Stellen flankiert war und daher zu einem definierbaren 
Zeitpunkt entfernt werden konnte. 
Um diesen Knockout zu induzieren, wurden die Tiere acht Wochen unter normalen Bedingungen 
aufgezogen. Dann wurde die Expression der Cre-Rekombinase induziert durch zehntägige 
Verabreichung von Doxycyclin (2mg/ml) mit dem Trinkwasser. Am Ende dieser Periode exprimierten 
nahezu alle Hepatozyten das Cre-Rekombinase-Protein mit der Konsequenz, dass die gefloxten Smo-
Gene durch dieses Enzym an den loxP-Stellen exzidiert wurden und das Vorhandensein des Smo-/- 
Genotyps mittels PCR-Genotypisierung nachweisbar war. 
Bei der SAC-Linie erfolgte der gewebsspezifische Knockout des Smoothened-Genes in Hepatozyten 
bereits in utero. Das tragende Muttertier wurde ab dem 9. Tag post coital (dpc) mit Doxycyclin 
behandelt. Ob die genetischen Veränderungen, welche in gleicher Weise wie bei der SLC-Variante im 
Vorfeld dafür nötig waren, erfolgreich von statten gingen oder nicht, wurde auch hier durch 
Genotypisierung der jeweiligen Hepatozyten vor Kultivierung mittels PCR überprüft. Dafür nutzte 
man DNA aus Lebergewebe. Die genaue Methode wurde am Institut für Biochemie der 
medizinischen Fakultät der Universität Leipzig entwickelt und wird demnächst durch Matz et al. 
veröffentlicht. 
Das Ergebnis bildeten letztendlich Mäuse, bei denen im Lebergewebe die Smo-Expression entweder 
ab dem 9. dpc (SAC, Smo-/-) oder ab einem Alter von 8 Wochen (SLC, Smo-/-) drastisch erniedrigt 
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werden konnte. Zur Kontrolle dienten genetisch gleich veränderte Mäuse, bei denen jedoch auf die 
Doxycyclinbehandlung verzichtet wurde und die daher Smo weiterhin exprimierten (SAC- respektive 
SLC-Wildtyp (WT), Smo+/+). Unabhängig vom Knock-out des Smo-Gens ist der Hedgehog-Patched-
Smoothened-Signalweg jedoch bei allen in dieser Arbeit verwendeten Mäusen (SAC/SLC sowohl 
Wildtyp als auch Knockout) nur gering aktiv, im Gegensatz zu den auch verwendeten humanen 
Hepatomzellen, bei denen die Signalkaskade überschießend aktiv ist (vgl. Huang et al. 2006).  Bei 
beiden Mauslinien (sowohl SAC als auch SLC) wurden folgende Veränderungen beschrieben: 
 Gewichtszunahme der WT-Variante war signifikant höher als die der Smo-/- Tiere. 
 Auch die Nahrungsaufnahme des Wildtyps überstieg die der Knockout-Mäuse. 
 Smo-/- Knockout führte jedoch zu einer signifikanten Triglyceridakkumulation in 
Hepatozyten. Diese ahmt mikroskopisch das Bild einer Steatose nach.  
Die Pflege der Versuchstiere erfolgte in einer pathogenfreien, artgerechten Umgebung und mit 
einem gleichmäßigen 12:12 Stunden Tagesrhythmus. Sie hatten freien Zugang zu regulärer Nahrung 
und Leitungswasser nach den Deutschen Richtlinien für Sorgfalt und gesicherten Einsatz von 
Versuchstieren. Um einen synchronen Fütterungszustand zum Zeitpunkt der Präparation zu 
erreichen, wurden sämtliche Tiere einem 24 Stündigen Fastenintervall unterzogen, bevor sie 12 








Brutschrank mit CO2-Begasung    Heraeus Instruments (Osterode) 
Durchlichtmikroskop     Leica (Wetzlar) 
ELISA-Reader Spectra Flour    Tecan (Österreich) 
ELISA-Reader „Versamax“    Molecular Devices 
Eppendorf-Multipette     Eppendorf (Hamburg) 
Feinwaage „BL 1500 S“     Sartorius (Göttingen) 
Föhn       Bosch 
Fotomikroskop      Leica 
Luminometer Orion II     Berthold Detection Systems 
Magnetthermorührer „RCT Basic“   IKA-Works (Wilmington USA) 
Mehrkanalpipette     Eppendorf (Hamburg) 
Neubauer Zählkammer      Brand (Wertheim) 
PH-Meter      Schott-Instruments 
Pipetten      Eppendorf, Gilson (Frankreich) 
Pipettierhilfe (Pipet Boy Acu)    Integra biosciences 
Plastikspritzen (10 /20 und 50ml)   BD Plastipak 
Präzisionswaage „BP 61S”     Sartorius (Göttingen) 
Schüttler „MS2 Minishaker“    IKA-Works (Wilmington USA) 
Sterile Werkbank (Horizontalstrom)   Heraeus Instruments (Osterode) 
Trockenschrank      Memmert (Schwabach) 
Vortex Mixer SA7     Stuart 
Wasserbad      Memmert (Schwabach) 




Alufolie       Julia 
Deckgläschen      Menzel-Glaser 
Einfrierröhrchen     Sarstedt (Nürnbrecht) 
Einmalpipetten (steril)     Greiner (Nürnberg) 
Einmal-Sterilfilter (0,2µm)    Renner (Dannstadt) 
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Eppendorfcups       Greiner (Nürnberg) 
Filterkarton      Charles River 
Gewebekulturflaschen (75 cm²)    TPP (Schweiz) 
Gewebekulturplatten (6-Well)    TPP (Schweiz) 
Gewebekulturplatten (12-Well)    TPP (Schweiz) 
Gewebekulturplatten (24-Well)    TPP (Schweiz) 
Gewebekulturplatten (96-Well, weiß, Boden klar) Greiner (Nürnberg) 
Mikroplatten (96-Well, klar, flacher Boden)  Greiner (Nürnberg) 
Objektträger      Menzel-Glaser 
Pipettenspitzen      Roth (Nürtlingen) 
PP-Test-Tubes (Cellstar)    Greiner (Nürnberg)  
Wägepapier (MN 226)     Macherey-Nagel (Düren) 
Wägeschälchen      Macherey-Nagel 
Zentrifugenröhrchen 15ml    TPP (Schweiz) 




Accutase      Sigma Aldrich (München) 
5-Aminoimidazol-4-Carboxamonophosphat (AICAR) Sigma Aldrich (München) 
Bodypi 493/503     Invitrogen 
Bovine Serum Albumin     Serva (Heidelberg) 
CellTiter-Glo      Promega (Mannheim) 
Cyclodextrin      Sigma-Aldrich Chemie 
Cyclopamin      LG-Labs 
Dexamethason      Sigma Aldrich (München) 
DAPI       Chemicon 
DMSO       Roth 
Fetales Kälberserum     Roth  
Fettrot       Serva 
Fibroblastic Growth Factor 21 (FGF21)   Enzo 
Fructose      Merck 
Glucose      Roth 
Glutamin      Merck (Darmstadt) 
Hämalaunlösung     Meyers & Engels 
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Insulin       Sigma-Aldrich Chemie 
Metformin      Sigma Aldrich (München) 
Morwiol      Roth 
MTT       Boehringer (Mannheim) 
Nile Red      Biomol 
Ölsäure       Sigma Aldrich (München) 
Palmitinsäure      Sigma Aldrich 
Paraformaldehyd (PFA)     Merck 
Penicillin      Baker (Holland) 
Rapamycin      Calbiochem 
Streptomycin      Sigma Aldrich (München) 
TO901317 (N-(2,2,2-Trifluorethyl)-N-[-4-(2,2,2-Trifluoro-1-Hydroxy-1-
Trifluoromethylethyl)phenyl]sulfonamide)  Merck (Calbiochem) 
Trypanblau      Sigma Aldrich (München) 




II.2.4.1. Medien für die Kultivierung von Maus-Hepatozyten 
Absetzmedium    Williams E     500ml 
     Glutamin 2,00mM    5,50ml 
Penicillin (50U/ml) /Streptomycin (50ng/ml) 2,75ml 
Dexamethason  10⁻⁷M    0,55ml 
FKS 10%     50ml 
 
Kulturmedium    Williams E     500ml 
     Glutamin (2,00mM)    5,00ml 
Penicillin (50U/ml) /Streptomycin (50ng/ml)  2,50ml 
Dexamethason (10⁻⁷M)    0,50ml 
 
II.2.4.1. Medien für die Kultivierung von Humanen Hepatomzellen (HUH7) 
Kulturmedium    DMEM      500ml 
     Glutamin 2,00mM    5,50ml 
     Penicillin (50U/ml) /Streptomycin (50ng/ml)  2,75ml 




Einfriermedium    DMEM      500ml 
     Glutamin 2,00mM    5,50ml 
 Penicillin (50U/ml) /Streptomycin (50ng/ml)  2,75ml 
     FKS 10 %     50,00ml 
     DMSO 7,5 %     41,80ml 
 
II.2.5.  Puffer 
 
Hank´s Lösung (pH=7,4)  NaCl 137,00mM 
     KCl 5,40mM      
     MgSO₄ 0,41mM 
     MgCl₂ 0,49mM 
     CaCl₂ 0,126mM  
     Na₂HPO₄ 0,33mM 
     KH₂PO₄ 0,44mM 
     HEPES 2,00mM 
 
Hank´s  Lösung (ohne Mg²⁺/Ca²⁺) Wie Hank´s Lösung jedoch ohne Mg²⁺ und Ca²⁺ 
 
Für Hanks + EDTA (pH=7,4) wurde 1,00mM EDTA zugesetzt 
 
PBS 10x (Stammlösung)  NaCl      87,70g 
     Na₂PO₄ x2H₂O      15,70g 
     KH₂PO₄      1,36g 
     H₂O ad 1l; pH 7,4 
 
PBS-Puffer (1x) durch 1:10 Verdünnung der Stammlösung mit H₂O 
 
II.2.6. Stammlösungen von Substraten und Reagenzien 
 
Stammlösungen 
Bodypi     1mg Bodypi in 1ml Ethanol 100% lösen, filtrieren (0,2µm) 
     Lagerung bei -20°C 
Cyclopamin 2,5mM   2,05mg in 2ml Cyclodextrin lösen und steril filtrieren, nach 
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 dem auftauen auf 46°C erwärmen zur Aktivierung 
     Lagerung bei -20°C 
Dexamethason 10⁻⁴M   2mg Dexamethason in 200µl Ethanol (absolut) lösen, mit  
     Hank´s Lösung auf 50ml verdünnen, steril filtrieren 
     Lagerung bei -20°C 
FGF 21 4µg/ml    40µg in 10ml Hepatozyten-Kulturmedium lösen und steril 
filtrieren 
Lagerung bei -20°C 
Glucose 1M    1,80g Glucose in 10ml NaCl 0,9% lösen und steril filtrieren 
     Lagerung bei -20°C 
Glutamin 200mM   2,922g Glutamin in 100ml H₂O unter leichter Erwärmung  
lösen und steril filtrieren 
Lagerung bei -20°C 
Metformin 50mM   100mg in 12,07ml Kulturmedium lösen und steril filtrieren 
     Lagerung max. 48h bei 4-8°C 
Nile Red Stocklösung (1mM)  0,3mg Nile Red in 1ml DMSO lösen 
     Lagerung bei -20°C 
Fettrot-Stocklösung   0,75g Fettrot in 200ml Isopropanol unter leichtem Erwärmen 
lösen und steril filtrieren 
Lagerung bei 4-8°C 
Ölsäure 50mM    152,20mg Ölsäure in 10ml BSA 5% (Lösungsmittel für  
Fettsäuren; 2,50g BSA in 47,50g ddH₂O) lösen und steril 
filtrieren 
     Lagerung bei -20°C 
Palmitinsäure 50mM   139,20mg Palmitinsäure in 10 ml BSA 5% lösen und steril 
filtrieren 
     Lagerung bei -20°C 
Penicillin-Streptomycin   500mg Streptomycin und 299mg Penicillin in 50ml Hank´s  
lösen und steril filtrieren 
Lagerung bei -20°C 
Protein-Standart 1mg/ml  10mg BSA in 10ml NaOH 0,33M  
     Lagerung bei -20°C 
Rapamycin 0,2mM   in DMSO 
TO901713 20mM   10mg TO901713 in 1ml DMSO lösen, steril filtrieren  




Reagenzien und Arbeitslösungen 
AICAR  1mM    13,5mg AICAR in 40ml Kulturmedium (=Arbeitslösung) 
     lösen und steril filtrieren, keine Lagerung 
Bodypi     Bodypi-Stock 1:1.000 in PBS (1x) herstellen, frisch 
Bradford-Reagenz   100mg Coomassie-Brilliant-Blau G250 in 50ml Ethanol (95%) 
     lösen, 100ml H₂PO₄ (85%) zugeben, H₂O ad 1l, 3x steril  
     filtrieren 
     Lagerung in brauner Flasche bei Raumtemperatur 
CellTiter-Glo-Reagenz 1 Ampulle CellTiter-Glo Substrat mit 10ml CellTiter-Glo Puffer 
mischen, sofort verwenden 
MTT-Reagenz     0,5mg MTT/1ml (serumfreies) Hepatozyten-Kulturmedium 
lösen und steril filtrieren 
Lagerung bei -20°C 
NaOH 0,33M    6,60g NaOH ad 500ml ddH₂O 
Lagerung bei Raumtemperatur 
Nile Red Gebrauchslösung (250nM) 250µl Stocklösung mit 750µl PBS (1x) abgedunkelt herstellen 
Fettrot-Arbeitslösung   6 Teile Fettrot-Stocklösung und 4 Teile ddH₂O 20min lösen,  
     anschließend steril filtrieren 
PFA 4%     40g PFA ad 1l PBS 1xLösung unter Rühren und leichter  
Erwärmung lösen 










II.3.1. Vorbereitung der Versuchstiere 
 
Die für die Experimente eingesetzten Hepatozyten stammen zum Teil von genetisch veränderten 
Mäusen (siehe II.1.). Vor der Präparation wurden alle einer 24-stündigen Fastenperiode ausgesetzt. 
Während dieser erhielten die Versuchstiere frisches Wasser, jedoch keine Nahrung. Auch die Käfige 
wurden zu Beginn der Nahrungskarenz vollständig gereinigt, damit nicht eventuell vorhandene 
Futterreste verspeist werden konnten. Nach Ablauf der 24 Stunden wurden die Tiere jeweils 12 
Stunden wiedergefüttert. Im Anschluss daran erfolgte die Präparation.  
 
II.3.2. Isolierung von Maushepatozyten 
 
Die Isolierung der für die Versuche notwendigen Hepatozyten erfolgte möglichst schonend um eine 
hohe Vitalität der Zellen zu erzielen. Es wurde das auf Seglen (1976) zurückgehende Zweischritt-
Kollagenase-Perfusionsverfahren angewendet, welches sich durch Modifikationen (Gebhardt et al. 
1990) bewährt hat. Auch Schulz et al. (2009) isolieren primäre Maushepatozyten prinzipiell nach dem 
genannten Verfahren. 
 
II.3.3. Kultivierung von Maushepatozyten 
 
II.3.3.1. Vorbereitung der Kulturplatten 
Isolierung von Kollagen 
Um Maushepatozyten zu kultivieren, ist es notwendig Ihnen eine geeignete Wachstumsunterlage zu 
bieten. Aufgrund seiner Ähnlichkeit zum physiologischen Substrat hat sich Kollagen dafür bewährt, 
dessen Gewinnung nach der Methode von Loofbourow et al. (1949) erfolgte. 
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Dabei werden Rattenschwänze als erstes mehrere Wochen in Ethanol desinfiziert, die Haut entfernt 
und die kollagenhaltigen Sehnenstränge mit einer chirurgischen Pinzette präpariert. Anschließend 
erfolgt die Extraktion: 3x Waschen mit je 400ml 10%iger NaCl-Lösung (2-4 Wochen) 
   3x Waschen mit je 400ml 0,066M K₂HPO₄-Lösung (2-4 Wochen) 
   Lipidextraktion mit 400ml Ether (1-2 Wochen) 
   Auflösen des Kollagens mit Essigsäure unter ständigem Rühren (3-4 Tage) 
Die Zeitangaben beziehen sich auf die gesamte Dauer des jeweiligen Extraktionsschrittes. Es entsteht 
eine Stammlösung die 1:10 verdünnt und über eine 4-fache Lage Verbandsmull filtriert wurde. 
 
Beschichten und Waschen der Kulturplatten 
Die Beschichtung der Platten erfolgte mit 1ml Kollagenlösung pro Well bei 12-Well-Platten 
beziehungsweise 0,5ml bei 24-Well-Kulturplatten für mindestens 24 Stunden bei 37°C. Vor dem 
Ausplattieren der Hepatozyten wurde der Überstand abgesaugt und die Kulturplatten einmal mit 
Hank´s-Lösung (+EDTA) und anschließend zweimal mit Hank´s-Lösung (ohne EDTA) gewaschen. 
 
II.3.3.2. Aussaat und Kultivierung der Maushepatozyten 
Die jeweils benötigte Zelldichte wurde erreicht, indem die abgezählten und isolierten Hepatozyten 
mit der entsprechenden Menge Absetzmedium mehrfach resuspendiert wurden. Danach erfolgte das 
Aussäen in die gewünschten Wells der Kulturplatten. Die Kultivierung fand in einem Brutschrank mit 
einer wassergesättigten Atmosphäre und 5% CO₂-Gehalt bei 37°C statt. Nach 90 Minuten hafteten 
vitale Hepatozyten an der Kollagenunterlage. Zelltrümmer und avitale Zellen wurden nach dieser Zeit 
zusammen mit dem Absetzmedium abgesaugt und durch frisches Kulturmedium, das je nach Versuch 
gegebenenfalls mit verschiedenen Chemikalien angereichert war, ersetzt. Erneute Medienwechsel 
wurden 24-stündlich wiederholt, wobei die Zellen zum Teil weiteren Substanzen ausgesetzt wurden. 
 




II.3.4.1. Auftauen von HUH7-Zellen aus Kryokonservierung 
Um die Zellen der humanen Hepatomzelllinie über einen langen Zeitraum zu konservieren, wurden 
diese in flüssigem Stickstoff aufbewahrt. Zur Kultivierung wurde ein Röhrchen mit tiefgefrorenen 
HUH7 Zellen im Wasserbad bei 37°C aufgetaut, in 10ml Kulturmedium für HUH7 (vgl. Nakabayashi  et 
al. 1982) resuspendiert und in eine Zellkulturflasche überführt. Nach 24 Stunden hafteten die vitalen 
Zellen fest an ihrer Unterlage. Das Medium wurde mit den avitalen Zellen abgesaugt und durch 10ml 
frisches ersetzt. Der Medienwechsel erfolgte regelmäßig alle 72 Stunden. 
 
II.3.4.2. Splitten von HUH7-Zellen 
Die Hepatomzellen wurden in 10ml Kulturmedium in Zellkulturflaschen bei 37°C unter 
wasserdampfgesättigter Luft mit 5% CO₂ kultiviert und ihre Zelldichte täglich unter dem 
Lichtmikroskop kontrolliert. Konfluente Zellen wurden zur Passage im Verhältnis 1:2 bis 1:4 verdünnt. 
Dazu wurden die Hepatomzellen zunächst mit 10ml Hank´s-Lösung ohne Mg²⁺/Ca²⁺ inkubiert. Im 
Anschluss daran wurde die Hank´s-Lösung entfernt und die Zellen mit 2ml Accutase solange 
inkubiert, bis sie sich durch ständiges leichtes Beklopfen der Flasche ablösten (nach etwa 2-5 
Minuten, unter lichtmikroskopischer Sichtkontrolle). Die Zugabe von 10ml Kulturmedium führte zur 
Inaktivierung der Accutase. Anschließend wurde das Zellpellet durch mehrmaliges Aufziehen und 
Ablassen der 10ml-Pipette resuspendiert und auf die gewünschte Anzahl Kulturflaschen vereinzelt, 
wobei das Endvolumen jeweils wieder auf 10ml eingestellt wurde. 
 
II.3.4.3. Aussäen von HUH7-Zellen für Zellexperimente 
Für die einzelnen Experimente wurden die Zellen wie im vorherigen Abschnitt beschrieben von den 
Kulturflaschen abgelöst, die Zelldichte mittels Neubauer Zählkammer (siehe II.3.5.) bestimmt und 
anschließend die Zellsuspension auf ihre Endkonzentration mit Kulturmedium verdünnt. Für die hier 
beschriebenen Versuche zeigte sich eine Zelldichte von 0,6 Millionen Zellen pro 1ml Kulturmedium 
(entspricht 300.000 Zellen pro Well bei 12-Well-Kulturplatten) als indiziert. Nach 24 Stunden 





II.3.4.4. Einfrieren von HUH7-Zellen 
Zum Einfrieren der Zellen wurden diese wie oben vom Boden der Kulturflaschen abgelöst, die 
Reaktion wie beschrieben gestoppt. Anschließend erfolgte ein Zentrifugationsschritt bei 500g und 
Raumtemperatur für fünf Minuten, der Überstand wurde abgesaugt, das Zellpellet in 2ml 
Einfriermedium für humane Hepatomzellen resuspendiert und in 2ml-Einfrierröhrchen überführt. Es 
folgten Gefrierschritte bei -20°C für eine Stunde, -80°C für 12 Stunden und anschließende Lagerung in 
flüssigem Stickstoff.   
 
II.3.5.  Zellzahlbestimmung 
 
Für die Zellexperimente sowohl mit humanen Hepatomzellen als auch mit Maushepatozyten wurden 
Zelldichten von 0,6 bis 1,2 Millionen Zellen pro 1ml Medium verwendet. Die jeweiligen Zelldichten 
wurden mittels einer Neubauer-Zählkammer (Höhe: 0,1mm) bestimmt. Dazu wurden 250µl 
Zellsuspension mit 100µl Trypanblaulösung (0,5% Trypanblau in 0,9% NaCl) gemischt und vorsichtig 
homogenisiert. Kriterium für die Vitalität der Zellen war Nicht-Anfärbung mit Trypanblau. 
 
II.3.6. Fixieren der Zellkulturen 
 
Nach Ablauf der Inkubationszeit (je nach Experiment 24 bis 96 Stunden) wurden die Medien von den 
Zellkulturen entfernt und zweimal mit PBS gewaschen. Zur Fixierung wurde mit 1ml Paraformaldehyd 
pro Well (Verwendung von 12-Well-Zellkulturplatten) 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Im 
Anschluss wurde erneut zweimal mit PBS gewaschen. Die so fixierten Zellkulturen konnten mit PBS 





II.3.7. Analytische Methoden 
 
II.3.7.1. Toxizitätsbestimmung mittels MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid) 
Die Toxizitätsbestimmung mittels MTT basiert auf der Umwandlung des gelben Tetrazoliumsalzes 
(MTT) in wasserunlösliche violette Formazankristalle, katalysiert durch Dehydrogenasen aktiver 
Mitochondrien. Daraus folgt der Schluss, dass diese Reaktion nur in vitalen Zellen stattfinden kann. In 
avitalen Zellen bleiben die gelben Tetrazoliumsalze erhalten. Die gebildeten Formazankristalle 
können anschließend in Lösung gebracht werden und durch ihr spezielles Absorptionsspektrum 
mittels ELISA-Reader quantifiziert werden. 
Konkret wurden für den Test Maushepatozyten wie beschrieben in 24-Well-Zellkulturplatten 
abgesetzt (250.000 pro Well) und die Inkubation mit 250µl der Verdünnungsreihe pro Well für 24 
Stunden begonnen. Alternativ wurden die Zellen vorher bis zu 48 Stunden nur mit Medium inkubiert 
und anschließend die Verdünnungsreihe der fraglich toxischen Substanz aufgetragen. 
Nach 24 Stunden Inkubationszeit wurde der Überstand abgesaugt, 150µl MTT-Reagenz pro Well 
zugegeben und zwei Stunden inkubiert. Die entstandenen Kristalle wurden durch 24-stündige 
Inkubation mit 150µl SDS 10%/0,1N HCl pro Well gelöst und im Anschluss die Extinktion bei 590nm 
gemessen. 
 
II.3.7.2. ATP-Messung mittels CellTiter-Glo 
Grundlage für die ATP-Messung mit CellTiter-Glo ist die Luciferasereaktion. Luciferase katalysiert die 
Oxygenierung von Luciferin in Anwesenheit von ATP, O₂ und Mg²⁺ zu Oxyluciferin, AMP, PPᵢ, CO₂ und 
Licht.  Generiert wird ein Lumineszenzsignal, welches proportional zum Anteil vorhandenem ATPs ist 
und damit auch zur Anzahl der Zellen, die sich in Kultur befinden.  
Für die ATP-Messung wurden 35.000 beziehungsweise 25.000 Hepatozyten pro Well (abhängig von 
der Inkubationszeit, 4 beziehungsweise 48 und 72 Stunden) direkt in 96-Well-Zellkulturplatten wie 
beschrieben kultiviert. Nach Abschluss der Inkubationszeit (4 bis 72 Stunden) wurde das Medium 
abgesaugt und durch 50µl frisches ersetzt. In die leeren Negativ-Kontroll-Wells wurde ebenso jeweils 
50µl Medium pipettiert. Mit der Mehrkanalpipette wurden anschließend 50µl CellTiter-Glo-Reagenz 
hinzugefügt, die Platten wurden 2 Minuten lang geschwenkt um die Zytolyse zu induzieren, 10 




II.3.7.3. Quantitative Fettmessung mittels Fettrot 
Bei der Fettmessung mittels Fettrot nutzt man die Tatsache, dass der Farbstoff eine hohe Affinität zu 
jeglichen Lipiden besitzt, er dient damit der allgemeinen Lipiddarstellung. 
Die wie oben beschrieben in 12-Well-Zellkulturplatten mit 4%igem Paraformaldehyd fixierten 
Zellkulturen wurden nach zweimaligem Waschen mit destilliertem Wasser für 10 Minuten bei 
Raumtemperatur mit 60%igem Isopropanol inkubiert, was anschließend abgesaugt wurde. Die 
Zellrasen wurden unter Zuhilfenahme eines Föhns vollständig getrocknet und dann mit frisch 
filtrierter Fettrot-Arbeitslösung (1ml pro Well) 10 Minuten gefärbt. Die Fettrot-Färbung stellt alle 
Lipide dar. 
Anschließend wurde kurz mit 60%igem Isopropanol überschüssiges Rot entfernt und  zweimal mit 
destilliertem Wasser gewaschen. Die beschriebenen Schritte gelten bis hier hin sowohl bei der 
quantitativen Fettmessung als auch bei der Fettrot-Färbemethode. 
Für die Messung wurden die Zellböden jedoch erneut vollständig getrocknet. Durch Inkubation mit 
100%igem Isopropanol (500µl pro Well) für 10 Minuten bei Raumtemperatur wurde der an Lipide 
gebundene Farbstoff wieder in Lösung gebracht. 200µl des Überstandes wurden anschließend auf 
eine 96-Well-Platte pipettiert und die Extinktion bei 500nm im ELISA-Reader gemessen. Als Negativ-
Kontrolle diente 100%iges Isopropanol. 
Um die Extinktionen miteinander vergleichbar zu machen, war es notwendig spezifische Extinktionen 
als Quotient aus gemessener Extinktion bei 500nm und Proteinkonzentration (in mg/ml) zu 
errechnen. Dadurch konnte ein Bias durch differierende Anzahl an Zellen in den Wells nach Ablauf 
der Inkubationszeit vermieden werden. 
Notwendigerweise mussten hierfür jedoch die Zellen lysiert werden. Dafür wurde der restliche 
Überstand abgesaugt, ein weiteres Mal mit 100%igem Isopropanol und zweimal mit Aqua dest. 
gewaschen bevor durch 24-stündige Inkubation mit 500µl NaOH (0,33M) bei 37°C  Zellhomogenisate 
erzeugt wurden, aus denen die Proteinbestimmung erfolgen konnte. 
 
II.3.7.4. Proteinbestimmung 
Die Bestimmung des Proteingehaltes von Zellhomogenisaten erfolgte in Anlehnung an die Methode 
von Bradford (1976). Hierbei machte man sich zunutze, dass der Farbstoff Coomassie Brilliant Blue 
unter Bindung von Proteinen einen blauen Komplex bildet. 
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Als Proteinstandards dienten dabei Rinderserum-Albumin-Lösungen (BSA) in Konzentrationen von 
0,1 bis 1mg/ml in NaOH (0,33M). Jeweils 5µl der der Probe oder des Standards wurden in 96-Well-
Mikrotiterplatten pipettiert und mit 250µl Bradford-Reagenz pro Well versetzt. Als Null-Standard 
diente dabei NaOH (0,33M)-Lösung, für jede Probe und jeden Standard wurde eine 
Dreifachbestimmung durchgeführt. Der gebildete Proteinkomplex wurde anschließend bei 595nm im 
ELISA-Reader photometrisch gemessen. Die Proteinkonzentration der Einzelprobe wurde mit Hilfe 




II.3.8.1. Vorbereitung der Deckgläschen 
Zur Herstellung von gefärbten Präparaten war die Kultivierung der Zellen auf Deckgläschen nötig. 
Dazu wurde in jedes Well einer 12-Well-Platte ein Deckgläschen eingesetzt und vor der 
Kollagenbeschichtung zwei Stunden mit 100%igem Isopropanol desinfiziert. Nach Ablauf der Zeit 
wurde die Flüssigkeit abgesaugt und die Deckgläschen getrocknet. Anschließend wurde wie oben 
beschrieben fortgefahren, jedoch nur mit einer niedrigeren Zelldichte von 100.000 pro Well. 
Nach Fertigstellung der Färbung wurden die Deckgläschen mit zwei Pinzetten aus den Wells 
präpariert und mit dem Zellrasen zum Objektträger gekehrt auf jenem mittels Morwiol fixiert. 
Danach erfolgte unverzüglich die Mikroskopie und Fotokopie der Präparate, da Nilered- und Bodipy-
Färbung nicht unbegrenzt photostabil sind. 
 
II.3.8.2. Fettrotfärbung 
Für die Darstellung von Lipiden mittels Fettrot wurde genauso verfahren wie oben für die 
quantitative Fettmessung beschrieben. Nach dem kurzen Spülen mit 60%igem Isopropanol um 
überschüssige Farbe zu entfernen schloss sich jedoch die Kernfärbung an. Dazu wurden die Zellen 
zweimal 5min mit Aqua dest. gewaschen, 30 Sekunden mit Hämalaunlösung gefärbt, dieses 




II.3.8.3. Nilrot Färbung 
Auch bei der Nilrot Färbung nutzt man die lipophilen Eigenschaften des Farbstoffes aus, um eine 
allgemeine Lipiddarstellung zu erreichen. Bereits 1985 beschrieben Greenspan et al. die Methode, 
welche sich exzellent für den Nachweis intrazellulärer Lipidtröpfchen mittels Floureszenzmikroskopie 
eignet. 
Die Zellen wurden wie bereits beschrieben fixiert, anschließend wurden sie mit 1ml  Nile-Red-
Gebrauchslösung (250nM) pro Well 30 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Es folgte 
ein Wasch-Schritt (3 mal 5min mit PBS) und anschließend die Kernfärbung mittels DAPI (15min im 
Dunkeln bei Raumtemperatur inkubieren), welches zuvor 1:10.000 in PBS verdünnt wurde. Nach 
einem weiteren Waschschritt wurde mit Morwiol eingedeckt. 
 
II.3.8.4. Bodypi Färbung 
Fluoreszenzfarbstoffe wie Bodipy sind großmolekulare organische Substanzen, an welche 
chromophore Bestandteile, sogenannte Fluorochrome, gebunden sind. Bodipy (Boron 
Dipyrromethen Difluorid) ist ein Phosphocholin, welches als hochselektiv bezüglich unpolarer Lipide 
wie Öle und Polymere, aber auch gegenüber Fettsäuren in wässriger Dispersion beschrieben wird. 
Zur Anfärbung der Lipidtröpfchen in den Hepatozytenkulturen wurden diese in der üblichen Art 
fixiert und anschließend 20 Minuten mit 1ml Bodipy-Gebrauchslösung pro Well im Dunkeln bei 
Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS für 5min erfolgte die Kernfärbung 




II.3.9. Statistische Aufarbeitung 
 
 
Für die Interferenzstatistik wurden sämtliche Werte und Variablen zuerst auf Normalverteilung 
überprüft (Kolmogorov-Smirnov-Test). Da diese angenommen werden konnte, erfolgte anschließend 
die Anwendung des t-Tests, um Signifikanzniveaus zu überprüfen. 
Da es sich bei den Variablen in dieser Arbeit zumeist um paarweise verbundene Stichproben handelt, 
die aus zwei Messungen (beispielsweise mit und ohne Zusatz von 20mM Glucose) an jeweils 
denselben Untersuchungsmaterial (primäre Hepatozyten desselben Versuchstieres) gewonnen 
wurden, kommt hier der Zweistichproben-t-Test für abhängige Stichproben zur statistischen 
Aufarbeitung der Ergebnisse zum Einsatz. 
Die Durchführung von Varianzanalysen (ANOVA, analysis of variance) wäre nur an ganz wenigen 
Stellen in Frage gekommen, deshalb wurde in dieser Arbeit darauf verzichtet. Da es vorwiegend um  
den Vergleich zwischen lediglich zwei Gruppen ging, wurde ebenfalls der t-Test  angewandt.  
Das Signifikanzniveau wurde mit p<0,05 festgelegt, wobei von einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 






III.1. MTT-Test zur Zytotoxizitätsbestimmung 
 
III.1.1. MTT mit Metformin  
 
 
Mit Hilfe dieses Testsystems wurde die Metformindosis ermittelt, die auf Maushepatozyten letal 
wirkt (siehe II.3.6.1.). Dazu wurden Hepatozyten der Linie Bl6 (C57Bl6) mit 
Metforminkonzentrationen von 0,1 bis 50mM inkubiert. Start der Inkubation war zunächst direkt 
nach dem Absetzen (Zelldichte: 250.000 pro Well, Platte 24 Well, 4-fach-Bestimmung). Nach 4 
beziehungsweise 24 Stunden erfolgte die Messung der Extinktion bei 590nm. Nach Abzug des 
Leerwertes wurden Mittelwerte aus den vier Messwerten mit gleichen Konzentrationen und 
Bedingungen gebildet und diese in Relativwerte, bezogen auf die Metformin-freie Kontrolle 
umgerechnet. 
  Inkubationszeit 4h Inkubationszeit 24h 
Metforminkonzentrationen im Kulturmedium Mittelwert Stabw. Mittelwert Stabw. 
ohne (Kontrolle) 0,385 0,021 0,176 0,048 
0,1 mM 0,372 0,021 0,213 0,026 
0,2 mM 0,395 0,009 0,192 0,037 
0,5 mM 0,400 0,020 0,226 0,015 
1 mM 0,414 0,009 0,186 0,051 
2 mM 0,397 0,010 0,007 0,015 
 5 mM 0,369 0,009 0,002 0,013 
10 mM 0,199 0,001 0,007 0,013 
20 mM 0,092 0,014 -0,003 0,014 
50 mM 0,013 0,011 -0,002 0,015 
 
Tabelle 1:  Zytotoxizitätstest (MTT) mit Metformin. Material: Maushepatozyten (Kontrollmaus 
C57Bl6). Dargestellt sind die Mittelwerte der spezifischen Extinktionen und die 
Standartabweichungen. Jeweils Vierfachbestimmung. 
 
Betrachtet man nun die folgende Konzentrations-Vitalitäts-Kurve (Abb. 3), der in Tabelle 1 
dargestellten Ergebnisse, so wird deutlich, dass je höher die Metforminkonzentrationen  und je 
länger die Inkubationszeit, desto geringer ist die Vitalität der Maushepatozyten. Konzentrationen 




Abb. 3:  Konzentrations-Vitalitätskurve (MTT). Metformininkubation nach dem Absetzen der 
Hepatozyten (C57Bl6) für die jeweils angegebene Dauer. *100% entsprechen dem Mittelwert 
der spezifischen Extinktion ohne Metforminzusatz (Kontrolle). Dargestellt sind Mittelwerte 
spezifischer Extinktionen und deren Standartabweichungen, jeweils Vierfachbestimmung. 
 
Zur Überprüfung dieses Tatbestandes bei Inkubationsstart zu späteren Zeitpunkten nach Präparation 
wurde das Experiment mehrfach unter verschiedenen Bedingungen wiederholt. Mit Metformin 
wurde jeweils für 24 oder 48 Stunden mit Konzentrationen von 0,5 bis 2mM inkubiert, begonnen 






























Abb. 4: Konzentrations-Vitalitätskurve (MTT). Material: Maushepatozyten (C57Bl6). Die 
Metforminzugabe erfolgte zu den angegebenen Zeitpunkten und für die jeweils ersichtliche 
Dauer. *100% entsprechen dem Mittelwert der spezifischen Extinktion ohne 
Metforminzusatz (Kontrolle). Dargestellt sind Mittelwerte spezifischer Extinktionen und 
deren Standartabweichungen, jeweils Vierfachbestimmung. 
 
Aus dem Experiment geht hervor, dass die Hepatozyten nach mindestens einem Tag Inkubation im 
Kulturmedium bei Metforminkonzentrationen von bis zu 1mM nicht an Vitalität einbüßen. Auch 
2mM Metformin reduzieren die Vitalität der Hepatozyten nicht signifikant bei Inkubationsstart  48 
Stunden nach dem Absetzen. Experimente mit höheren Metforminkonzentrationen zeigten, dass 
trotz der verschiedenen Zeitpunkte der Metforminexposition Konzentrationen ab 5mM toxisch 
wirkten und keine erwähnenswerten Vitalitäten erbrachten. Deswegen wurde auf deren Darstellung 
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III. 2. Luminometrische ATP-Bestimmung 
 
III.2.1. Einfluss von Metformin und Fructose auf den intrazellulären ATP-Gehalt 
 
Die Durchführung der Experimente erfolgte wie in Kapitel II.3.6.2. beschrieben. 35.000 
Maushepatozyten (Kontrollmaus) wurden pro Well in einer 96-Well-Zellkulturplatte abgesetzt und 
anschließend mit Metformin (Konzentrationen 0,1-1mM) und Fructose (Konzentrationen 5-20mM) 
für vier Stunden inkubiert. Die Messung erfolgte sofort mittels Luminometer. Die Zusammenfassung 
der Ergebnisse aus vier Experimenten mit jeweils Vierfachbestimmung ist in Abbildung 5 dargestellt. 
 
Abb. 5:  Relative ATP-Konzentrationen in % bei Behandlung der Hepatozyten (C57Bl6) mit 
Kombinationen aus Metformin und Fructose. 100% entsprechen dem ATP-Gehalt der Zellen 
ohne Metformin oder Fructosezugabe. Dargestellt sind Mittelwerte aus vier Experimenten 
(N=4) und deren Standartabweichungen (farbige Darstellung zur besseren 
Unterscheidbarkeit).  
 
Es stellte sich eine signifikante Erniedrigung der ATP-Konzentration bei Anwesenheit von Fruktose 
heraus, die mit steigender Fruktosekonzentration stetig zunahm. Durch Inkubation mit Metformin 
sank der ATP Spiegel ebenfalls, jedoch weniger steil und konzentrationsabhängig. Die Kombination 
aus Metformin und Fruktose führte nicht zu einem steileren Abfall des ATP Niveaus in den 

















































III.2.2. Metformineinfluss auf den intrazellulären ATP-Spiegel in Anwesenheit von 
Glucose und Fettsäuren 
 
In einem weiteren Experiment wurde erneut der Einfluss von Metformin (Konzentration 1mM) auf 
den intrazellulären ATP-Spiegel untersucht. Im Gegensatz zum obigen Experiment betrug die 
Inkubationszeit jedoch 48 beziehungsweise 72 Stunden. Die Hepatozyten der Linie SLC, männlich, 
wurden nach dem Absetzen verschiedenen Bedingungen ausgesetzt: einem Überangebot an Glucose 
(20mM), Ölsäure und Palmitinsäure (jeweils 50µM). Nach 24 Stunden Inkubation erfolgte die 
Metforminsubstitution für 24 respektive 48 Stunden. Das Ergebnis ist in Abbildung 6 dargestellt. 
 
Abb. 6:  Vergleich mittlerer Relativwerte ± Standartabweichung aus quantitativer ATP-Bestimmung 
mittels CellTiter-Glo, SLC-Männchen (N=3), Dreifachbestimmung; mittlerer luminometrisch 
ermittelter Messwert der Unbehandelten 48 Sunden inkubierten Hepatozyten abzüglich 
Leerwert =100% 
 
Es geht hervor, dass durch Inkubation mit Glucose oder Fettsäuren in den angegebenen 
Konzentrationen keine signifikante Änderung des ATP-Spiegels gegenüber der unbehandelten 
Hepatozytenpopulation stattfindet. Metformin senkt den intrazellulären ATP-Gehalt auch in diesem 
Versuch sowohl bei 48 stündiger als auch 72 stündiger Inkubation signifikant außer bei Kombination 
von Glucose und Metformin, wo der ATP-Spiegel nach 72 Stunden Bebrütung der Hepatozyten 
ansteigt. Insgesamt sinkt der ATP-Spiegel nach weiteren 24 Stunden Kultivierung gegenüber der 
kürzeren Inkubationszeit von 48 Stunden auch signifikant, wiederum außer bei der Metformin-
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III. 3. Quantitative Fettbestimmung mittels Fettrot 
 
III.3.1. Versuchsanordnung und Voraussetzungen zur Ergebnissummation 
 
Zur Überprüfung des Einflusses von Metformin auf den intrazellulären Fettgehalt von Zellen mit den 
in II.1. beschriebenen genetischen Veränderungen am Hedgehog-Signalweg, wurde der Fettgehalt 
der Hepatozytenkulturen, wie in II.3.6.3. beschrieben, mittels Fettrot bestimmt. Zur Quantifizierung 
war es notwendig, die spezifische Extinktion zu errechnen. Dies geschah, indem der Quotient aus 
Extinktion bei 500nm und Proteingehalt (lt. II.3.6.4.) gebildet wurde. Diese Ergebnisse wurden 
anschließend direkt miteinander verglichen (als Absolutwerte) oder es wurden relative Prozentwerte 
gebildet und zur besseren Anschaulichkeit gegenüber gestellt. Als 100% galt dabei immer der 
Fettgehalt der  „Kontrollen“, Hepatozyten, die lediglich im Kulturmedium kultiviert wurden ohne 
Zusatz weiterer Substanzen. 
Es wurden jeweils 300.000 Maushepatozyten, vornehmlich der Linie SLC männlichen Geschlechtes, 
pro Kulturwell abgesetzt und danach mit einem Überangebot an verschiedenen Nährstoffen für 24 
Stunden kultiviert. Nach Ablauf des ersten Tages erfolgte teilweise die zusätzliche Gabe von 
Metformin oder anderen Chemikalien in einer Konzentration von 1mM. Die geschilderten 
Inkubationsbedingungen wurden für weitere 48 Stunden aufrechterhalten, Medienwechsel erfolgten 
alle 24 Stunden. Damit lag die gesamte Inkubationszeit bei 72 Stunden.  
Diese Inkubationsbedingungen galten für alle im Folgenden beschriebenen Experimente, sofern nicht 
ausdrücklich eine Ausnahme beschrieben ist. 
 
III.3.2. Einfluss von Glucose und Metformin auf den intrazellulären Fettgehalt 
 
Der gemessene Glucoseeffekt war so groß, dass er bereits mikroskopisch deutlich sichtbar gemacht 
werden konnte. Zur Demonstration wurden verschiedene Färbungen vorgenommen und 
mikroskopische Fotografien angefertigt. Nachfolgend ist der Lipidanstieg durch Glucose während der 
gesamten Inkubationsdauer (72 Stunden) zu verschiedenen Zeitpunkten mit Hilfe des lipophilen 
Farbstoffes Nile Red dargestellt. Weitere Färbungen mit anderen Farbstoffen sind unter III.4. 
zusammengefasst. Zum Vergleich wurden Hepatozytenkulturen einer Smo (-/-) Knockout-Maus und 
einer Smo (+/+) Wiltyps angefertigt und wie oben beschrieben zum Teil mit 20mM Glucose-
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angereichertem Kulturmedium kultiviert. Besonders deutlich wird dabei auch, dass die Smo-
Knockout-Hepatozyten zu Beginn der Kultivierung (hier in der Färbung nach 24 Stunden sichtbar) 
wesentlich mehr Lipide einlagern, als die Hepatozyten vom Wildtyp, ohne den spezifischen Smo-
Knockout. Diese Unterschiede gleichen sich jedoch während der langen Kultivierungszeit von 72 
Stunden aus, sodass dann bei beiden Populationen die im Kulturmedium inkubierten Zellen kaum, 
und die Hepatozyten mit Glucosezusatz sehr stark intrazelluläre Lipide einlagern. Diese Tatsache 




III.3.2.1. Nilered-Färbung SLC (Smo+/+) Männchen 24 Stunden Inkubation
 
Bild 1: Inkubation im Kulturmedium 
 
Bild 2: 20mM Glucosezusatz 
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III.3.2.2. Nilered-Färbung SLC (Smo+/+) Männchen 72 Stunden Inkubation 
 
Bild 3: Inkubation im Kulturmedium 
 
Bild 4: 20mM Glucosezusatz 
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III.3.2.3. Nilered-Färbung SLC (Smo-/-) Männchen 24 Stunden Inkubation 
 
Bild 5: Inkubation im Kulturmedium 
 
Bild 6: 20mM Glucosezusatz 
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III.3.2.4. Nilered-Färbung SLC (Smo-/-) Männchen 48 Stunden Inkubation 
 
Bild 7: Inkubation im Kulturmedium 
 
Bild 8: 20mM Glucosezusatz 
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III.3.2.5. Nilered-Färbung SLC (Smo-/-) Männchen 72 Stunden Inkubation 
 
Bild 9: Inkubation im Kulturmedium 
 
Bild 10: 20mM Glucosezusatz 
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Da der Glucose- und vor allem der Metformineffekt erst nach 72 Stunden Inkubationszeit besonders 
deutlich hervortrat, kann hier die Frage nach der Unterschiedlichkeit beider Populationen (Wildtyp- 
und Knockout-Maushepatozyten) nicht abschließend geklärt werden um die Ergebnisse bezüglich des 
Metformineffektes auf den intrazellulären Lipidgehalt deutlicher darstellen zu können. 
Der Vergleich aller Experimente, welche Hepatozytenkulturen der Linien SLC männlich untersuchten, 
zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen der Smo (-/-) Knock-out- und der Smo (+/+) 
Wildtyp-Population nach der Inkubationszeit von 72 Stunden und jeweils gleichen 
Versuchsbedingungen (siehe Abb. 7a und b).  
Insgesamt wurden Zellkulturen von 22 oben beschriebenen Mäusen untersucht, wobei für zwei 
Inkubationsbedingungen statistisch signifikante Unterschiede verifiziert werden konnten und zwar 
sowohl in der Smo (-/-) Knock-out- als auch in der Smo (+/+) Wildtyp-Population: 
 
 Behandlung mit Glucose (20mM) führte zum signifikanten Anstieg intrazellulär gespeicherten 
Fettes um nahezu 100% (p<0,001). 
 
 Behandlung mit Metformin (1mM) senkte den intrazellulären Fettgehalt der Hepatozyten 






Tabelle 2: Darstellung der Ergebnisse aus 22 Experimenten mit der jeweiligen 
Standartabweichung (Dreifachmessung). Material: Maushepatozyten (SLC männlich). 
Inkubationszeit 72h. P-Werte mittels Zweistichproben-t-Test bei abhängigen 
Stichproben ermittelt. Vergleich jeweils bei Wildtyp- (oben) und Knockout- (unten) 
Hepatozyten zwischen: Metformin- und Kontrolle; Glucose- und Kontrolle; sowie 
Metformin+Glucose- und Glucose-Inkubation.  
  
Experiment Kontrolle Metformin 1mM Glucose 20mM Glc. 20mM + Metf. 1mM
Nummer Mittelwert Stabw. Mittelwert Stabw. Mittelwert Stabw. Mittelwert Stabw.
Smo +/+ 929 0,763 0,077 0,703 0,057 1,086 0,101 0,849 0,058
(Wildtyp) 930 0,456 0,060 0,376 0,082 0,726 0,102 0,489 0,078
894 0,140 0,024 0,087 0,009 0,309 0,056 0,155 0,019
851 0,459 0,030 0,208 0,015 0,858 0,040 0,385 0,028
830 0,360 0,023 0,268 0,007 0,609 0,028 0,329 0,040
833 0,353 0,053 0,247 0,003 0,713 0,052 0,378 0,024
737 0,166 0,021 0,071 0,013 0,433 0,048 0,195 0,014
736 0,568 0,064 0,404 0,027 0,916 0,055 0,687 0,047
687 0,323 0,024 0,080 0,010 1,142 0,092 0,455 0,017
686 0,371 0,019 0,105 0,008 1,221 0,073 0,490 0,038
P-Value 0,00046 0,00041 0,00032
Smo -/- 926 0,580 0,016 0,414 0,012 0,895 0,070 0,567 0,026
(Knockout) 927 0,995 0,029 0,731 0,042 1,185 0,127 0,829 0,057
893 0,351 0,009 0,221 0,045 0,512 0,067 0,296 0,044
852 0,611 0,065 0,364 0,021 1,260 0,119 0,586 0,006
853 0,913 0,061 0,460 0,042 1,387 0,038 0,603 0,038
827 0,591 0,020 0,566 0,011 0,894 0,062 0,633 0,020
828 0,483 0,012 0,292 0,012 0,847 0,056 0,413 0,024
745 0,366 0,022 0,153 0,017 0,673 0,047 0,312 0,036
738 0,306 0,038 0,119 0,034 0,458 0,056 0,199 0,109
684 0,369 0,026 0,129 0,019 1,152 0,116 0,545 0,006
644 0,348 0,013 0,190 0,018 0,613 0,009 0,406 0,012
643 0,369 0,019 0,172 0,010 0,637 0,044 0,345 0,032




Abb. 7a: Vergleich des relativen Fettgehaltes der Maushepatozyten von 10 Versuchstieren der 
Linie SLC, Smo +/+ (Wildtyp), männliches Geschlecht; nach 72 Stunden Inkubation 
ohne (Kontrolle) und mit Zusatz von Glucose und/oder Metformin (wie in III.3.1. 
beschrieben) zum Kulturmedium. 100% entsprechen dem Fettgehalt in 
Maushepatozyten nach 72 Stunden Inkubation im Kulturmedium. 
 
 
Abb. 7b: Vergleich des relativen Fettgehaltes der Maushepatozyten von 12 Versuchstieren der 
Linie SLC, Smo -/- (Knockout), männliches Geschlecht; nach 72 Stunden Inkubation 
ohne (Kontrolle) und mit Zusatz von Glucose und/oder Metformin (wie in III.3.1. 
beschrieben) zum Kulturmedium. 100% entsprechen dem Fettgehalt in 







































































III.3.2.6. Zeitabhängigkeit des Glucose- und Metformineffektes 
 
In diesem Experiment wurde überprüft, ob die durch Metformin und Glucose hervorgerufenen 
Effekte bereits nach 48 Stunden Inkubation nachweisbar sind. Die Versuchsbedingungen glichen den 
obigen: Nährstoffkonzentrationen wurden gegebenenfalls nach dem Absetzen erhöht, 
Metforminzugabe erfolgte nach 24 Stunden Inkubation für 24 respektive 48 Stunden. Die getesteten 
Hepatozyten stammten zum einen von einem weiblichen Versuchstier der SLC-Linie und zum 
anderen von einer männlichen SAC-Maus (beides Knockout-Tiere). Die einzelnen Ergebnisse sind in 
Tabelle 3 dargestellt.  
 
 
Abb. 8: Vergleich des Glucose- und Metformineffektes auf den intrazellulären Fettgehalt von 
Maushepatozyten nach 48 bzw. 72 Stunden Inkubation. Zellen stammten von einer weibl. 
Knockout-Maus der Linie SLC (Smo-/-). Mittelwert aus Dreifachbestimmung ± Stabw. 100% 
entsprechen dem Lipidgehalt der Zellkulturen, die 48h im Kulturmedium ohne Zusätze 
kultiviert wurden. 
 
Abbildung 8 verdeutlicht für die weibliche SLC-(Smo -/-) Maus, dass die Effekte, welche Glucose bzw. 
Metformin auf den hepatozellulären Lipidgehalt ausüben, nämlich eine deutliche glucoseinduzierte 
Lipidzunahme sowie die starke Lipidsenkung durch das Biguanid, nach 72 Stunden Inkubation 































beispielsweise 24 Stunden, kommen wegen des hier angewandten Vorgehens nicht in Betracht, da 
Metformin erst nach 24 Stunden zugegeben wurde.  
Aus der Abbildung (8) geht weiterhin hervor, dass sich auch bereits nach 48 Stunden die 
beschriebenen Effekte einstellen. Um diese deutlicher darzustellen, ist die längere Inkubationszeit 
von Vorteil. In folgender Tabelle sind die Ergebnisse beider Experimente zur Zeitabhängigkeit der 
Effekte aufgeführt, da in der Abbildung nur ein Experiment exemplarisch dargestellt wurde. Die 
Wiederholung zeigte ähnliche Ergebnisse. Zusammenfassend trifft bezüglich des Metformineffektes 
zu, dass die längere Wirkdauer des Arzneimittels zu einer relativen Verstärkung der Lipidsenkung 
führt. Während der Lipidgehalt nach 48 Stunden in den hier getesteten Population durch 24-stündige 
Behandlung mit Metformin lediglich um etwas mehr als ein Drittel gesenkt wurde, beläuft sich die 
Reduktion nach 72 Stunden Kultivierung und damit 48-stündiger Metformineinwirkung auf über die 
Hälfte des Ausgangswertes. 
 
 
Tabelle 3: Veränderung des hepatozytären Lipidgehaltes nach 48 bzw. 72 Stunden Inkubation 
unter den verschiedenen, links aufgelisteten Bedingungen (Überangebot an Glucose 
oder freien Fettsäuren jeweils mit/ohne Metformin), Absolutwerte und 
Standartabweichungen aus je einem Experiment. 
Vergleich der Effekte nach 48 bzw 72 Stunden Inkubationszeit
Experiment Nr., WT (Smo+/+) / KO (Smo-/-) 653 Smo-/- (SLC, weiblich) 134 Smo-/- (SAC, männlich)
Inkubationszeit 48h 72h 48h 72h
Mittelwert Mittelwert Mittelwert Mittelwert 
Stabw. Stabw. Stabw. Stabw.
Kontrolle 0,317 0,538 0,799 1,115
0,017 0,061 0,038 0,054
Inkubation mit 20mM Glucose 0,780 1,302 1,267 1,599
0,073 0,161 0,076 0,017
Inkubation mit 50µM Ölsäure 0,390 0,622 1,426
0,028 0,066 0,154
Inkubation mit 50µM Palmitinsäure 0,347 0,585 0,853 1,295
0,014 0,060 0,020 0,063
Metformininkubation nach 24h (1mM für 48h) 0,191 0,161 0,501 0,638
0,017 0,013 0,023 0,032
Metformin 1mM und Glucose 20mM 0,473 0,450 0,801 1,110
0,033 0,060 0,047 0,092
Metformin 1mM und Ölsäure 50µM 0,233 0,178 0,693
0,014 0,005 0,045
Metformin 1mM und Palmitinsäure 50µM 0,215 0,150 0,549 0,650





Bereits im Kapitel III.1. wurde dargelegt, dass Metformin, über 1mM konzentriert auch bei 
Inkubationsstart nach 24 Stunden, zu einer Reduktion der Vitalität in den Hepatozytenkulturen 
führen kann. In Kenntnis dieser Tatsache wurde entschieden, in den Experimenten zum Einfluss des 
Biguanids auf den hepatozellulären Fettgehalt die Metforminkonzentration von 1mM einzusetzen. 
Zur Überprüfung der Wirkung niedrigerer Konzentrationen auf den intrazellulären Fettgehalt, wurde 
eine Metforminverdünnungsreihe angefertigt. Die Hepatozyten wurden wie in den übrigen 
Experimenten 24 Stunden nach dem Absetzen mit dem Arzneimittel für insgesamt 48 Stunden 
inkubiert. Bei einem Teil der Zellkulturen wurde nach dem Absetzen die Glucosekonzentration im 
Kulturmedium um 20mM erhöht und so ein Zustand des Nährstoffüberangebotes simuliert. Auch 
hier wurde die Wirkung des Metformins in Konzentrationen von 0,02-1mM  getestet. Das Experiment 
wurde an Zellkulturen insgesamt dreier Versuchstiere wiederholt, wobei alle SLC-Mäuse männlichen 
Geschlechts waren. Bei zweien handelte es sich genotypisch um Wildtypen, eine Wiederholung des 
Experimentes fand an Knockout-Hepatozyten statt. Alle drei Experimente zeigten einander sehr 
ähnliche Ergebnisse, weshalb diese in der folgenden Abbildung (9) zusammengefasst werden 
konnten. 
Der Abfall des Lipidgehaltes, der etwa proportional zur Metforminkonzentration zunimmt, ist in 
beiden Fällen sichtbar. Im Kulturmedium wird der Fettspiegel mit 1mMer Konzentration des 
Biguanids um ein Viertel, mit Glucoseüberschuss sogar durchschnittlich um ein Drittel des 
Ausgangsniveaus reduziert. Bei niedrigeren Konzentrationen war der Metformineffekt geringer. Ein 
statistisch signifikanter Effekt konnte aufgrund der kleinen Versuchsanzahl nur durch Inkubation mit 
Metformin (1mM) in gleichzeitiger Anwesenheit von Glucose erreicht werden. Aufgrund der 
limitierten Verfügbarkeit des genetisch veränderten Versuchsmaterials, wurde hier auf eine 
Wiederholung des Experimentes verzichtet, da  der Metformineffekt bereits an anderen Stellen 






Abb.9: Einfluss der Inkubation mit Metformin in aufsteigender Konzentration (0-1mM) auf den 
Lipidgehalt von Hepatozyten (SLC männl. N=3). 100% entsprechen dem Lipidgehalt der 72h 
im Kulturmedium inkubierten Zellen ohne Zusatz weiterer Substanzen. P-Value des 
Zweistichproben-t-Test bei abhängigen Stichproben: *1: P<0,02 (Inkubation mit Glucose 
ohne vs. mit 1mM Metformin). *2: P <0,08 (Kontrolle vs. 1mM Metformin im Kulturmedium). 
 
III.3.4. Einfluss freier Fettsäuren auf den intrazellulären Fettgehalt 
 
Neben dem Überangebot an Glucose, wurde den Hepatozyten ein Überschuss an freien Fettsäuren 
angeboten. Zum Einsatz kamen Ölsäure und Palmitinsäure jeweils in der Konzentration von 50µM. 
Der Unterschied zur verwendeten Glucosekonzentration (20mM) geht aus den verschiedenen 
physikochemischen Eigenschaften von Glucose und Fettsäuren hervor. Unveröffentlichte 
Beobachtungen von Zellmer et al. ergaben, dass bei Kultivierung primärer Maushepatozyten die hier 
verwendeten Konzentrationen optimal geeignet sind, einen starken Effekt hervorzurufen, jedoch 
nicht toxisch zu wirken. Diese Beobachtung wurde für das Experiment angenommen und nicht 
weitergehend untersucht. 
Nach mehrmaliger Durchführung des Experiments zeigte sich ein eindeutiger Trend: die Hepatozyten 
der männlichen SLC-Tiere reagieren auf ein Fettsäure-Überangebot mit einer signifikanten Steigerung 
des intrazellulären Fettgehaltes (p<0,008) nach 72 Stunden Inkubation. Diese ist jedoch moderat und 

























geringer aus. Abbildung 8 stellt die Resultate gegenüber: während die Zunahme mittels Glucose in 
der verglichenen Population über 100% beträgt, liegt der Lipidanstieg durch die geprüften Fettsäuren 
lediglich zwischen 15 und 30%.  
Außerdem wurde, wie unten dargestellt, die Wirksamkeit von Metformin (1mM) in Anwesenheit 
freier Fettsäuren geprüft. Der Effekt ist auch hier deutlich: Metformin führt zur Lipidreduktion auf 
unter 50% des Fettgehaltes ohne Metformin. Das Biguanid ist also eindeutig auch bei einem 





Abb. 10: Vergleich der Steigerung intrazellulärer Lipidkonzentrationen durch Glucose und freie 
Fettsäuren. Darstellung des Metformineffektes (Mittelwerte und 
Standartabweichungen aus der im Bild genannten Anzahl an Einzelexperimenten). 
*P-Value bezieht sich je auf die Fettreduktion durch Metformin; ermittelt durch 
Zweistichproben-t-Test bei abhängigen Stichproben. 100% entsprechen dem 










































III.3.4.1. Zeitabhängigkeit des Fettsäureeffektes 
 
Wie beim Glucoseeffekt (vergleich III.3.2.6.), wurde auch überprüft, ob der Fettsäureeffekt bereits 





Abb. 11:  Vergleich des Palmitinsäure- und Metformineffektes auf den intrazellulären 
Fettgehalt von Maushepatozyten nach 48 bzw. 72 Stunden Inkubation. Zellen 
stammten von einer weiblichen Knockout-Maus der Linie SLC (Smo-/-). Mittelwerte 
und Standartabweichungen aus Dreifachbestimmung. 100% entsprechen dem 
Lipidgehalt der Zellkulturen, die 48h im Kulturmedium ohne Zusätze kultiviert 
wurden. 
 
Die Substitution der Palmitinsäure erfolgte nach dem Absetzen, Metforminzugabe nach 24 Stunden 
Inkubation für 24 respektive 48 Stunden. Das Experiment wurde mit Hepatozyten eines weiblichen 
Versuchstieres der SLC-Linie und einer männlichen SAC-Maus (beides Knockout-Tiere) durchgeführt. 
Die einzelnen Ergebnisse sind in Tabelle 3 (Seite 45) aufgelistet. 
Wie auch beim Glucoseeffekt, konnte festgestellt werden, dass der Trend der Änderung des 
























messbaren Unterschiede sind jedoch noch deutlich geringer ausgeprägt. Dazu kommt, dass der 
Fettsäureeffekt ohnehin weniger ausgeprägt ist als der Glucoseeffekt. Auf Grund dieser 
Zeitabhängigkeit wurde in den Folgeexperimenten nur der 72 Stunden Zeitpunkt verwendet. 
 
III.3.5. Überprüfung der Effekte bei weiteren SLC-Mäusen weiblichen Geschlechts sowie 
der Linie SAC (männlich) 
 
Die beschriebenen Metformineffekte auf die hepatozytäre Lipidspeicherung wurden, wie in den 
Experimenten zur Zeitabhängigkeit der Effekte bereits deutlich wird, auch an Hepatozyten weiblicher 
Mäuse der SLC-Linie überprüft. Diese wurden wie die Männlichen im Alter von acht Wochen der 
Doxycyclinbehandlung für 35 Tage ausgesetzt und anschließend die Hepatozyten kultiviert. 
Außerdem wurde die Reaktion von Hepatozyten der Versuchstiere getestet, die bereits präpartal der 
Doxycyclinbehandlung unterzogen wurden. Der Knockout des Smo-Genes somit erfolgte somit 
bereits am neunten Tag p.c. (SAC-Linie). Die Ergebnisse der Experimente mit jeweils drei Vertretern 
beider Populationen sind in Tabelle 4 dargestellt. Sowohl die Zellkulturen der SAC-Männchen, als 
auch die der SLC-Weibchen reagierten auf Metformin mit einem signifikanten Abfall der 
intrazellulären Lipidkonzentration um mindestens 43% vom Ausgangsniveau ohne 
Metforminbehandlung. Auch bei Belastung der Zellkulturen mit einem Überangebot an Nährstoffen 
während der Inkubation, konnte der Metformineffekt in gleichem Ausmaß beobachtet werden und 
zwar sowohl bei Anreicherung des Kulturmediums mit 20mM Glucose als auch mit 50µM Ölsäure. 
Beide Substanzen konnten den Fettgehalt signifikant erhöhen, Glucose jedoch wesentlich stärker 
(p<0,003) als die freie Fettsäure (p<0,05). Daraus geht deutlich hervor, dass die beschriebenen 
Effekte nicht nur Zufallsprodukt, sondern reproduzierbare Wirkungen von Chemikalien auf den 
Lipidgehalt von Maushepatozyten sind. Bemerkenswert ist weiterhin, dass sich die Reaktionen der 
Zellkulturen von SAC- und SLC- Versuchstieren beider Geschlechter auf die verschiedenen 
Inkubationsbedingungen nicht signifikant voneinander unterscheiden, bei Vergleich der relativen 
Änderungen des Lipidgehaltes. Auch gibt es keinen signifikanten Unterschied, wenn man die Effekte 








Tabelle 4: Vergleich der Wirkung von Metformin bei unterschiedlichen Nährstoffangeboten auf 
den Lipidgehalt von je drei Maushepatozytenkulturen der Linien SAC (männlich) und 
SLC (weiblich). Angegeben sind Mittelwerte und Standartabweichungen jeweils aus 
Dreifachbestimmungen. 
 
III.3.6. Fettrot-Färbung der SAC-Hepatozyten (männlich, Inkubationszeit 72 Stunden) 
 
Im Gegensatz zu den beobachteten relativen Effekten, unterscheiden sich SAC- und SLC-Hepatozyten 
jedoch erwartungsgemäß bezüglich des absoluten Lipidgehalts. Einen Eindruck davon sollen die 
folgenden Fotografien der mittels Fettrot gefärbten SAC-Zellkulturen vermitteln (Kernfärbung HE). 
Dargestellt sind jeweils 3 Bilder einer Smo-Knockout- und einer Kontrollhepatozytenpopulation unter 
den wichtigsten Bedingungen: Inkubation 72 Stunden im Kulturmedium, mit Metformin 
(Konzentration 1mM) und mit um 20mM erhöhter Glucosekonzentration. 
Es ist offensichtlich, dass der Lipidgehalt in SAC-Hepatozyten höher ist, als in SLC nach der gleichen 
Inkubationszeit (siehe III.4.2.2. beziehungsweise III.4.2.4.). Die Lipidtröpfchenbildung wird am 
stärksten induziert bei denjenigen Zellen mit extrem niedrigen Konzentrationen des Smo-
Genproduktes (Smo (-/-) Knockout-Hepatozyten), durch Glucoseeinwirkung kann sie in allen 
Populationen deutlich gesteigert werden. Auch der Metformineffekt wurde visualisiert, es ist 
deutlich zu sehen, dass die Lipidtröpfchenausbildung durch Inkubation mit Metformin gehemmt 
werden konnte. 
  
SAC männlich SLC weiblich 
Experiment Nr., WT (Smo+/+) / KO (Smo-/-) 134 Smo -/- 110 Smo -/- 111 Smo +/+ 653 Smo-/- 648 Smo+/+ 649 Smo-/-
Mittelwert Mittelwert Mittelwert Mittelwert Mittelwert Mittelwert
Stabw. Stabw. Stabw. Stabw. Stabw. Stabw.
Inkubatinszeit 72h
Kontrolle 1,115 3,102 0,803 0,538 0,560 0,442
0,054 0,235 0,150 0,061 0,029 0,035
Inkubation mit 20mM Glucose 1,599 4,112 1,191 1,302 1,158 0,773
0,017 0,318 0,073 0,161 0,100 0,144
Inkubation mit 50µM Ölsäure 1,426 3,041 0,890 0,622 0,796 0,616
0,154 0,286 0,049 0,066 0,043 0,122
Metformininkubation nach 24h (1mM für 48h) 0,638 1,779 0,453 0,161 0,140 0,179
0,032 0,049 0,020 0,013 0,038 0,037
Metformin 1mM und Glucose 20mM 1,110 2,435 0,652 0,450 0,358 0,346
0,092 0,377 0,020 0,060 0,036 0,025
Metformin 1mM und Ölsäure 50µM 0,693 1,868 0,513 0,178 0,240 0,262
0,045 0,207 0,025 0,005 0,033 0,012
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III.3.6.1. SAC Smo(-/-) Inkubation 72 Stunden im Kulturmedium (Bild11) 
 
 





III.3.6.3. SAC Smo(-/-) Inkubation 72 Stunden mit Glucose (20mM)(Bild 13) 
 





III.3.6.5. SAC Smo(+/+) Inkubation 72 Stunden mit Metformin (1mM)(Bild 15) 
 




III.3.7. Einfluss der Substanzen auf den intrazellulären Fettgehalt von HUH-7 
 
Zur Überprüfung der Metforminwirkung bei hoher Aktivität des Hedgehog-Patched-Smoothened-
Signalweges wurden humane Hepatomzellen der Linie HUH-7 verwendet und das Experiment 
wiederholt. 
Aufgrund der hohen Proliferationsrate der Hepatomzellen, musste das Vorgehen hierfür etwas 
geändert werden. Ausgesät wurde wie in II.3.3.3. beschrieben, der Zusatz der zu überprüfenden 
Substanzen erfolgte jeweils erst nach 24 Stunden und die Inkubationszeit betrug für die Experimente 
mit Ölsäure lediglich 24, also insgesamt 48 Stunden. Die Ansätze mit Glucose wurden für 48, 
insgesamt also 72 Stunden inkubiert. Außerdem wurde mit höheren Konzentrationen gearbeitet als 
bei Maushepatozyten: Ölsäure wurde bis 200µM und Glucose bis zu 50mM supplementiert. Dies ist 
möglich, da die Hepatomzellen die Substanzen besser verstoffwechseln können als primäre 
Hepatozyten. Um die Effekte so deutlich wie möglich zu machen, wurden die höheren 
Konzentrationen eingesetzt. 
Das Ergebnis ist im folgenden Diagramm (Abb. 12) dargestellt: Ölsäure konnte den intrazellulären 
Lipidgehalt der HUH-7 bei der verwendeten Konzentration von 200µM um über 100% steigern. Auch 
durch den Zusatz von Metformin (1mM) ließ sich dieser Anstieg nicht mindern. Gleichzeitig hat 
Glucose keinen messbaren Effekt auf den intrazellulären Lipidgehalt der Tumorzellen, trotz längerer 
Inkubationszeit und hoher Konzentrationen (50mM). Auch hier konnte keine Änderung des 






Abb. 12: Vergleich der Steigerung intrazellulärer Lipidkonzentrationen durch Ölsäure, keine 
Änderung durch Glucose- oder Metformineinwirkung bei Zellen der Linie HUH-7. 
Mittelwerte und Standartabweichungen jeweils aus Dreifachbestimmungen. 
 
Zur Überprüfung der scheinbaren Indifferenz der humanen Hepatomzellen bezüglich des 
Fettgehaltes bei einem Überangebot an Glucose, wurde nachfolgend versucht den Hedgehog-
Signalweg mittels Cyclopamin in einer Konzentration von 10µM in seiner Aktivität zu mindern und 
dadurch eine erhöhte Sensitivität gegenüber Glucose zu erzielen. Um die Wahrscheinlichkeit dessen 
weiterhin zu erhöhen, wurde zusätzlich Insulin (Konzentration 10⁻⁷) verwendet.  
Das Ergebnis glich jedoch dem obigen: durch Inkubation mit Glucose, konnte auch bei zusätzlicher 
Anwendung von Cyclopamin und Insulin der intrazelluläre Lipidgehalt humaner Hepatomzellen der 
Linie HUH-7 nicht gesteigert werden. Die Vermutung aus Fujimoto et al. 2006, dass Hepatomzellen 
keinen Glucoseeffekt zeigen aber auf Fettsäuren reagieren, konnte somit bestätigt werden. 
 
III.3.8. Vergleich der Fettrot-Analysen bei HUH7 und Maushepatozyten 
 
Die Fettrot-Methode zur quantitativen Fettbestimmung wurde sowohl bei humanen Hepatomzellen 
als auch bei Maushepatozyten erfolgreich angewandt. Die größten Unterschiede im Verhalten auf ein 
Überangebot von Nährstoffen während der Kultivierung und den Einfluss von Metformin auf diese 
































männlich) auf Glucose mit einer starken Einlagerung von Lipiden reagieren, kann nichts dergleichen 
bei HUH7-Zellen beobachtet werden. Der durch Ölsäure verursachbare Effekt auf den Fettgehalt der 
Hepatomzellen übertrifft jedoch bei weitem selbigen in primären Hepatozyten. Das Biguanid 
Metformin bewirkt bei SLC-Hepatozyten eine signifikante Senkung des intrazellulären Lipidgehalts 
unter den verschiedenen Bedingungen (mit Glucose, Ölsäure oder ohne Zusätze), während keine 
Wirkung bei HUH7-Zellen beobachtet werden konnte. 
Unterschiede in der Kultivierung bestanden wie oben beschrieben (III.3.8.). Die unterschiedlichen 
Konzentrationen kamen zustande, da HUH7-Zellen höhere Nährstoffdosen tolerieren als primäre 
Hepatozyten und sollen die unterschiedlichen Effekte deutlicher darstellen. 
 
        HUH7 
(Dreifachbestimmung) 
Hepatozyten 
(SLC männlich N=9) 
     Fettgehalt in % ± 
Stabw. 
Fettgehalt in % ± Stabw. 
Kontrolle       100,00 ± 5,91 100,00 ± 0,00 
Metformin (1mM)     93,43 ± 14,13 42,53 ± 14,06 
Ölsäure (200 bzw. 
50µM) 
    241,10 ± 6,25 128,69 ± 23,56 
Ölsäure (200 bzw. 50µM)  
und Metformin (1mM) 
239,59 ± 7,92 62,90 ± 28,48 
Glucose (50 bzw. 
20mM) 
    96,29 ± 5,17 224,68 ± 81,37 
Glucose (50 bzw. 20mM)  
und Metformin (1mM) 
108,75 ± 11,05 109,64 ± 28,56 
 
Tabelle 5: Vergleich der intrazellulären Lipidkonzentrationen relativ zum Fettgehalt der Zellen, 
die nur mit Kulturmedium inkubiert wurden (Kontrolle). Die Konzentrationen der 
Chemikalien in Klammern beziehen sich jeweils auf Inkubation der HuH7-Zellen (erste 
Angabe) bzw. primäre Hepatozyten (zweite Angabe).  
 
III.3.9. Wirkung des LXR-Agonisten TO901317 
 
Der Liver-X-Receptor (LXR) nimmt eine Schlüsselrolle im Cholesterin- und Glucosestoffwechsel ein. 
Eine Aktivierung des LXR durch TO901317 steigert die intrazelluläre Fettsäuresynthese bei Mäusen 
(vgl. Chin et al. 2010) und führt auch in humanen Hepatozyten zur gesteigerten Lipideinlagerung (vgl. 
Kotokorpi et al. 2007). Die hepatische Insulinsensitivität wird durch TO901317 gesenkt, im Gegensatz 
zu Metformin, welches die Insulinsensitivität der Leber steigert.  
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Mittels Fettrottest wurde die Lipidkonzentration in Hepatozyten (SLC männlich) nach Inkubation mit 
dem LXR-Agonisten TO 901317 bestimmt. Die verwendete Konzentration betrug 20µM. Außerdem 
erfolgte die Behandlung der Zellkulturen simultan mittels TO 901317 und Metformin (20µM bzw. 
1mM) sowie mit Metformin allein, wofür auch die bewährte Konzentration von 1mM verwendet 
wurde. Inkubiert wurde wiederum 72 Stunden, wobei die Chemikalien insgesamt 48 Stunden 
einwirkten. Daneben wurden Hepatozytenkulturen nach dem Absetzen mit um 20mM Glucose 
angereicherten Kulturmedium vorbehandelt, um dann ebenfalls den Chemikalien ausgesetzt zu 
werden, jedoch unter Einfluss des Glucoseüberschusses. 
Das Ergebnis ist in der folgenden Abbildung visualisiert (Abb. 13). Signifikante Änderungen durch TO 
901317 wurden ohne Zusatz weiterer Substanzen im Sinne eines Lipidanstieges erreicht. In 
Anwesenheit von Glucose und / oder Metformin, führte der LXR-Agonist zu keiner signifikanten 
Lipiderhöhung.  
Der Metformineffekt auf den intrazellulären Lipidspiegel konnte in diesem Experiment nicht nur 
gegenüber der Kontrolle und bei Glucoseüberschuss, sondern auch in Anwesenheit von TO 901317 
signifikant beobachtet werden.  
Die in diesem Experiment erstmalig beobachteten signifikanten Einflüsse auf den Fettgehalt der 







Abb. 13: Wirkung des LXR-Agonisten TO901317 (Konzentration 20µM)  auf den intrazellulären 
Lipidgehalt von SLC-Maushepatozyten (männlich), im Vergleich und in Kombination 
mit Metformin (1mM). 100% entsprechen dem Fettgehalt der im Kulturmedium 
inkubierten Hepatozyten nach 72 Stunden Inkubation jedoch ohne Zusatz weiterer 
Substanzen. Darstellung von Mittelwerten, Standartabweichungen und relevanten p-
Werten (Zweistichproben-t-Test bei abhängigen Stichproben) unterhalb des 
Signifikanzniveaus in der Abbildung. 
 
III.3.10. Wirkung des AMPK-Agonisten AICAR auf den hepatozytären Fettgehalt 
 
Zur Überprüfung der Hypothese, die Metforminwirkung werde durch Aktivierung der AMP-
abhängigen Proteinkinase übermittelt, welche Schimmack et al. mit der Umkehrbarkeit des 
Metformineffekts durch spezifische AMPK-Blockierung mittels Compound C begründen (Schimmak et 
al. 2006), wurde ein spezieller AMPK-Agonist eingesetzt: 5-Aminoimidazol-4-Carboxamonophosphat 
(AICAR). Wenn Metformin tatsächlich über diesen molekularbiologischen Weg signalisiert, sollten die 
Effekte Metformins und AICARs auf den intrazellulären Lipidgehalt ähnlich sein. 
Im Experiment wurden Hepatozyten von insgesamt vier männlichen Versuchsmäusen der Linie SLC 
wie gewohnt 72 Stunden inkubiert, wobei nach 24 Stunden die Zugabe der Chemikalien erfolgte: 
Metformin (1mM) und AICAR in zwei verschiedenen Konzentrationen, nämlich 0,5 und 1mM um den 
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    p<0,001 
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Hepatozytenkulturen nach dem Absetzen mit um 20mM Glucose angereichertem Kulturmedium um 





Abb. 14: Wirkung von AICAR (0,5 bzw. 1mM)  auf den intrazellulären Lipidgehalt von SLC-
Maushepatozyten im Vergleich mit Metformin (1mM). Dargestellt sind Mittelwerte 
und Standartabweichungen (N=4). 100% entsprechen dem Fettgehalt der im 
Kulturmedium inkubierten Hepatozyten nach 72 Stunden Inkubation ohne Zusatz 
weiterer Substanzen (Kontrolle bzw. 0mM Chemikalien). *P<0,03 (Zweistichproben-t-
Test mit abhängigen Stichproben) der Glucoseeffekt ist jeweils signifikant, auch unter 
AICAR-Anwesenheit. 
 
Das Ergebnis fiel folgendermaßen aus (siehe Abbildung 14): AICAR bewirkte in einer Konzentration 
von 1mM einen Anstieg des Fettgehaltes um durchschnittlich über 30%. Wegen der relativ 
inhomogenen Messwerte, weist dieser jedoch keine statistische Signifikanz auf (p<0,18). Auch 
Konzentrationen von 0,5mM AICAR steigerten die Fettspeicherung in den Hepatozyten um 10% im 
Durchschnitt (p<0,36). Auch dabei war die Steigerung unabhängig von der anwesenden 
Glucosekonzentration zu verzeichnen. Metformin führte zur bekannten Lipidsenkung, signifikant ist 
hier aufgrund der geringen Versuchsanzahl (vier) jedoch nur der Metformineffekt in Gegenwart von 
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bewirkt (p<0,03). AICAR und Metformin wirken also gegensätzlich auf den intrazellulären Lipidgehalt 





Um die im letzten Abschnitt beschriebenen Ergebnisse zu unterstützen, wurden insgesamt drei 
Färbemetoden angewandt und Fotografien der Hepatozyten mithilfe eines Fotomikroskops 
angefertigt. Die Methoden sind im Abschnitt II.3.7. exakt beschrieben. Neben der Darstellung des 
Zellkernes, wurden hoch lipophile Farbstoffe verwendet, welche an die intrazellulär gespeicherten 
Lipide binden und somit ihre Darstellung ermöglichen. Unter Berücksichtigung der Änderung des 
Aussehens und der Lipideinlagerung zu verschiedenen Zeitpunkten der Inkubation, wurden Bilder 
von Hepatozyten nach 24 (48) und 72 Stunden Kultivierung angefertigt. Auf einer Seite sind jeweils 
zwei Fotografien dargestellt: oben Hepatozyten, welche lediglich mit Kulturmedium inkubiert wurden 
und unten die dazugehörige Zellkultur, die 20mM höheren Glucosekonzentrationen ausgesetzt war 
(gleiches Versuchstier, gleiche Inkubationszeit, Färbemethode und Vergrößerung). Es wurden Bilder 
der Hepatozyten von insgesamt zwei Versuchstieren der Linie SLC männlichen Geschlechtes, ein 
Knockout (Smo-/-) und ein Kontrolltier (Smo+/+), eingefügt. Um welche es sich handelt, ist der 
jeweiligen Überschrift zu entnehmen. 
 
Mikroskopisch lassen sich folgende Aussagen treffen:  
 
 Die Hepatozyten in Kultur erhöhen die Polarität. Dies wird offensichtlich, wenn man die 
Zellkerne nach 24 Stunden mit denen der gleichen Kultur nach 72 Stunden vergleicht. Sie 
erscheinen aufgelockert und vergrößert, wie auch das Zytoplasma.  
 
 Die Lipideinlagerung bei den Maushepatozyten des Wildtyps nimmt mit Dauer der 
Inkubation zu, während sie bei der Knockoutzellkultur ohne Glucosezusatz eindeutig 
abnehmen. Diese Angleichung der Reaktion von Knockout- und Kontrollhepatozyten auf die 
unterschiedlichen Reaktionsbedingungen, spiegelt die quantitativen Ergebnisse wieder: nach 
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72 Stunden Inkubationszeit war auch da kein signifikanter Unterschied der 
Lipidkonzentrationen zu verzeichnen (vgl. III.3.2.). 
 
 Die Menge an angefärbten Lipidtröpchen ist unter erhöhten Glucosekonzentrationen 
eindeutig höher als in den Zellen, die lediglich im Kulturmedium inkubiert wurden. Auch 
diese Tatsache entspricht genau den quantitativen Ergebnissen (vgl. III.3.2.). 
 
 Die angefärbten Lipide befinden sich eindeutig und ausschließlich intrazellulär. Insbesondere 
bei der Fettrotfärbemethode sei darauf hingewiesen, da die quantitativen Ergebnisse 
mithilfe dieser Methode erhoben wurden. Die exakte Anfärbung und Lokalisation der in den 




III.4.1.1. Bodipyfärbung SLC (Smo+/+) Männchen 24 Stunden Inkubation 
           
Bild 17:  Inkubation im Kulturmedium 
 
Bild18:  20mM Glucosezusatz 
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III.4.1.2. Bodipyfärbung SLC (Smo+/+) Männchen 72 Stunden Inkubation 
 
Bild 19:  Inkubation im Kulturmedium 
 
Bild 20:  20mM Glucosezusatz 
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III.4.1.3. Bodipy-Färbung SLC (Smo-/-) Männchen 24 Stunden Inkubation 
 
Bild 21:  Inkubation im Kulturmedium 
 
Bild 22:  20mM Glucosezusatz 
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III.4.1.4. Bodipy-Färbung SLC (Smo-/-) Männchen 48 Stunden Inkubation 
 
Bild 23:  Inkubation im Kulturmedium 
 
Bild 24:   20mM Glucosezusatz 
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III.4.1.5. Bodipy-Färbung SLC (Smo-/-) Männchen 72 Stunden Inkubation 
 
Bild 25:  Inkubation im Kulturmedium 
 
Bild 26:  20mM Glucosezusatz 
70 
 
III.4.2.1. Fettrot-Färbung SLC (Smo+/+) Männchen 24 Stunden Inkubation 
 
Bild 27:  Inkubation im Kulturmedium 
 
Bild 28:  20mM Glucosezusatz 
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III.4.2.2. Fettrot-Färbung SLC (Smo+/+) Männchen 72 Stunden Inkubation 
 
Bild 29:  Inkubation im Kulturmedium 
 
Bild 30:  20mM Glucosezusatz 
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III.4.2.3. Fettrot-Färbung SLC (Smo-/-) Männchen 24 Stunden Inkubation 
 
Bild 31:  Inkubation im Kulturmedium 
 
Bild 32:  20mM Glucosezusatz 
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III.4.2.4. Fettrot-Färbung SLC (Smo-/-) Männchen 72 Stunden Inkubation 
 
Bild 33:  Inkubation im Kulturmedium 
 







Ziel der Arbeit war es zu überprüfen, ob das Biguanid Metformin, welches Standart-Therapeutikum in 
der Behandlung des Typ II Diabetes mellitus ist, zur Reduktion hepatischer Steatose führt. 
Um diesen Effekt  zu überprüfen, wurde nicht nur mit primären Hepatozyten von Wildtyp-Mäusen, 
welche durch Glucoseüberschuss Steatose entwickelten, gearbeitet, sondern auch mit primären 
Hepatozyten von Versuchstieren, in denen durch gewebsspezifischen Gen-Knockout genetisch 
bedingt Steatosis hepatis vorliegt. Die Experimente wurden teilweise zum Vergleich auch an 
humanen Hepatomzellen wiederholt, welche sich durch Behandlung mit einem Überangebot an 








Der entscheidende Vorteil primärer Hepatozyten ist der, dass ihr Metabolismus der Situation im 
Organ oder in vivo, durch die kurze Zeit der Kultivierung, also des Lebens in vitro, noch sehr nah 
kommt. Bis zum Präparationszeitpunkt sind die Zellen in ihrem physiologischen Zellverband. Bei der 
Kultivierung primärer Hepatozyten finden zwar Anpassungsvorgänge an das Leben im Kulturmillieu 
statt, jedoch ist die Wahrscheinlichkeit, dass gewonnene Erkenntnisse auch in vivo anwendbar sind 
bei primären Zellkulturen sehr hoch, da die endgültige Dedifferenzierung erst nach etwa fünf Tagen 
Inkubation einsetzt. Einen weiteren wichtigen Vorteil stellt die Tatsache dar, dass es möglich ist, 
Zellen von genetisch veränderten Tieren zu verwenden, bei denen, wie in dieser Arbeit, ein 
Signalweg ausgeschaltet ist. So wird es möglich, den Einfluss von Arzneimitteln und Nährstoffen auf 
Zellen mit pathologisch verändertem Zellstoffwechsel zu überprüfen. Die genetisch veränderten 
Versuchstiere dienen als geeignete Krankheitsmodelle. 
In dieser Arbeit wurde mit Leberzellen von Knockout-Tieren experimentiert, in welchen die 
Expression des Smo-Gens und damit die Aktivität der Hedgehog-Signalkaskade auf ein Minimum 
reduziert wurde, wodurch histopathologisch eine Steatosis hepatis nachgewiesen werden konnte  
(unveröffentlichte Daten von Matz M.). Auf den Bildern 1 bis 10 (Seite 36-41) wurden die 
intrazellulären Lipideinlagerungen durch den lipophilen Farbstoffe Nile Red in Knockout (Smo-/-) und 
Wildtyphepatozytenkulturen (Smo+/+) dargestellt. Besonders deutlich wird dabei, dass die Smo (-/-) 
Hepatozyten nach 24 Stunden Kultivierung (siehe Bild 1) wesentlich mehr Lipide einlagern als die 
Hepatozyten vom Wildtyp (Bild 5), ohne den spezifischen Smo-Knockout, was dem 
histopathologischen Bild einer Steatosis hepatis entspricht. Diese Unterschiede nivellieren sich 
jedoch während der Kultivierungszeit von 72 Stunden (siehe Bild 3 und Bild 9), sodass dann bei 
beiden Populationen die im Kulturmedium inkubierten Zellen nur noch mäßig intrazelluläre Lipide 
einlagern. Ähnliche Versuche mit anderen Methoden von Matz et al. zeigen die gleichen Ergebnisse.  
Die Kultivierung primärer Hepatozyten hat allerdings auch einige Nachteile. Ein Problem bei der 
Arbeit mit genetisch veränderten Versuchstieren stellt die begrenzte Verfügbarkeit dar. Dies war in 
der vorliegenden Arbeit bei den Knockout- (Smo -/-) Mäusen ein limitierender Faktor. Neben der 
geringen Anzahl verfügbarer Tiere, ist ein weiteres Problem die begrenzte Anzahl der verfügbaren 
Hepatozyten, die es nicht zuließ, Experimente über eine Größe von etwa 25 Millionen Hepatozyten 
zu planen und durchzuführen.  
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Außerdem müssen die Hepatozyten in einer Reihe aufwendiger Arbeitsschritte präpariert werden. 
Nur mit optimaler Chemikalien- und Geräteausstattung und der Erfahrung eines routinierten 
Präparators ist es möglich Vitalitätsraten von über 90% zu erzielen, wie es bei den hier verwendeten 
Zellkulturen regelmäßig der Fall war. Ein weiteres Problem stellt die begrenzte Lebensdauer der 
Hepatozyten in vitro dar. Um reproduzierbare Ergebnisse zu demonstrieren und damit statistisch 
signifikante Niveaus zu erreichen, müssen die Experimente aufgrund der interindividuellen 
Unterschiede der einzelnen Spendertiere an Hepatozyten verschiedener Versuchstiere oft wiederholt 
werden. Alles in allem ist die Arbeit mit primären Hepatozyten mit einem hohen Arbeitsaufwand 
verbunden. 
 
Humane Hepatomzellen HuH7 
 
Demgegenüber ist der Arbeitsaufwand beim Experimentieren mit humanen Hepatomzelllinien relativ 
gering. Sie können tiefgekühlt über große Zeiträume gelagert werden und bei Bedarf recht schnell 
dank ihrer beinahe unendlichen Reproduzierbarkeit in hoher Anzahl verfügbar gemacht werden. Da 
die Zellen Klone einer Einzelnen Tumorzelle sind, ist ihr Genom und damit ihre Reaktion auf 
verschiedenste Umwelteinflusse weitgehend identisch. Das Problem der Reproduzierbarkeit der 
Ergebnisse ist bei der Kultivierung von HuH7 Zellen weniger ausgeprägt. Ungünstig wirkt sich die 
Tatsache aus, dass es sich um Klone einer Tumorzelle handelt, deren Metabolismus gegenüber 
gesundem Gewebe verändert ist. In Kapitel I.3.3. wurde bereits auf die gesteigerte Glycolyserate 
eingegangen.  
Zu Vergleichszwecken wurden beide Zellarten in die Untersuchungen einbezogen.  
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IV.3. Beobachtete Einzeleffekte 
 
 
IV.3.1. Untersuchungen zur Zytotoxizität von Metformin 
 
Um die Metforminkonzentration zu ermitteln, welche gleichzeitig den größtmöglichen Effekt auf 
Maushepatozyten hat, ohne toxisch zu wirken, wurde zunächst ein MTT-Test ausgeführt. Die 
Ergebnisse sind in Abb. 3 und 4 dargestellt. Konzentrationen über 1-2mM haben bei längerer 
Einwirkzeit toxische Eigenschaften. Dieser Effekt ist bei vielen chemischen Substanzen beobachtbar 
und führte in diesem Fall zur Entscheidung, die Konzentration von 1mM für die Experimente nicht zu 
überschreiten. Die unterschiedlichen toxischen Konzentrationen (1 bis 2mM) stehen in Abhängigkeit 
vom Zeitpunkt des Inkubationsbeginns. Gibt man Metformin erst nach 24-stündiger Kultivierung in 
1mMer Konzentration zum Kulturmedium, wirkt es im Gegensatz zur sofortigen 
Metformininkubation nicht toxisch, auch wenn die Dauer der Einwirkzeit erhöht wird. Diese Tatsache 
könnte man sich dadurch erklären, dass die Präparation für die Hepatozyten eine Stresssituation 
darstellt, welche erst überwunden werden muss, um einen normalen Zellmetabolismus wieder 
herzustellen. Noch längeres Abwarten (48 Stunden) führte jedoch nicht zur weiteren Zunahme der 
Toleranz bezüglich noch höherer Konzentrationen. Um den größtmöglichen Metformineffekt zu 
erreichen, wurde entschieden die Inkubation nach 24 Stunden in 1mMer Konzentration 
durchzuführen. 
 
IV.3.2. Untersuchungen zum ATP-Gehalt der Hepatozyten 
 
Der ATP-Gehalt der Hepatozyten konnte durch Fructose gesenkt werden. Je höher die 
Fructosekonzentration gewählt wurde, desto stärker sank der ATP-Spiegel (siehe Abb. 5). Dieses 
Ergebnis stimmt mit den in der Literatur beschriebenen (Phillips et al. 1999, Latta et al. 1999) 
überein. Steigende Metforminkonzentrationen führten nach 4 stündiger Inkubation lediglich zu einer 
sehr geringen Abnahme des ATP-Spiegels, während 24 beziehungsweise 48 stündige 
Metformininkubationen einen etwas deutlicheren Effekt erreichten. Somit wurden auch die 
Ergebnisse von Hardie 1997 und Zhou et al. 2001 bestätigt. 
Abbildung 6 zeigt weiterhin, dass auch die Inkubationen mit Öl- oder Palmitinsäure keinen Einfluss 
auf das intrazelluläre ATP-Niveau haben, jedoch scheint Glucosegabe den erniedrigenden Effekt des 
Metformins auszugleichen. Die Kombination aus Glucose und Metformin bringt den ATP-Spiegel 
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sowohl nach 48 wie auch nach 72 Stunden Inkubation wieder nah an das Ausgangsniveau heran. 
Diese Beobachtung könnte bedeuten, dass Metformin einen besonders günstigen Einfluss auf 
Hepatozyten ausübt, die einer erhöhten Glucosezufuhr ausgesetzt sind. Für den Mechanismus der 
Metforminwirkung bedeutet die Beobachtung jedoch, dass es unwahrscheinlich ist, das Metformin 
allein über die Aktivierung der AMP-abhängigen Kinase durch ATP-Senkung seine Wirkung entfaltet 
(Schimmack et al. 2006).  Die Metforminwirkung müsste dann in Anwesenheit von Glucose verringert 
sein, da in diesem Fall keine Reduktion des ATP-Spiegels beobachtet werden konnte. Das ist jedoch 
eindeutig nicht der Fall.  
 
IV.3.3. Untersuchungen zum Fettstoffwechsel 
 
Durch Kreuzung bestimmter Mauslinien und Einschleusen von extrahierbaren Gensequenzen (siehe 
II.1.) konnte gewebsspezifisch die Expression des Smo-Gens, und damit die Aktivität der Hedgehog-
Signalkaskade in den Hepatozyten, auf ein Minimum reduziert werden. In Folge dessen entstanden 
genetisch veränderte Tiere, welche histopathologisch eine Steatosis hepatis entwickelten (Matz et al. 
unveröffentlicht). Speziell für die hier untersuchten Sachverhalte, nämlich ob das Biguanid 
Metformin auch in bereits verfetteten Hepatozyten ein Benefit bezüglich des intrazellulären 
Lipidgehaltes erbringt, sind die Knockout-Hepatozyten als Krankheitsmodell gut geeignet. Im 
Gegensatz dazu wurden die Untersuchungen auch an Tumorzellen, den Humanen Hepatomzellen 
(HuH7) vorgenommen, deren Glucosestoffwechsel gesteigert ist.  
 
IV.3.3.1. Der Metformineffekt auf den intrazellulären Fettgehalt primärer Hepatozyten 
 
Durch Inkubation der primären Hepatozyten mit Metformin, konnte der intrazelluläre Fettgehalt 
durchschnittlich um über 40% reduziert werden (siehe II.3.2.). Dieser Effekt trat in der etwa gleichen 
Ausprägung bei allen Zellsystemen mit primären Maushepatozyten auf: Hepatozyten von Wildtyp-
Tieren mit geringer Smo-Genexpression (Smo +/+), wie auch Hepatozyten mit spezifischem Smo-
Knockout sowohl bei frühem als auch spätem Knockout des Smo-Gens (SAC bzw. SLC, Smo-/-). Der 
Abfall des Lipidgehaltes durch Metformin bei Knockout-Hepatozyten, gleicht der beobachteten 
Lipidreduktion, die durch das Biguanid nach 72 Stunden Kultivierung in Wildtyphepatozyten erzielt 
werden konnte. Aus unveröffentlichten Beobachtungen von Matz et al. und aus den Bildern unter 
III.3.2. und III.4. geht jedoch hervor, dass sich beide Populationen zu früheren Zeitpunkten deutlich 
erkennbar unterscheiden. Aus Gründen der begrenzten Verfügbarkeit von Knockout-Mäusen wurde 
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für diese Arbeit auf genauere Untersuchungen der Hepatozyten mit Kultivierungszeiten unter 72 
Stunden verzichtet, da vordergründig der Metformineffekt untersucht wurde, welcher erst nach 
dieser Zeit besonders deutlich hervortrat (siehe Tabelle 3, Seite 45). Demnach kann keine definitive 
Aussage über einen möglichen Unterschied zwischen Wildtyp- (Smo +/+) und Knockout- (Smo -/-) 
Maushepatozytenkulturen bezüglich ihres Verhaltens gegenüber Metformin zu früheren Zeitpunkten 
der Kultivierung getroffen werden. Fakt ist jedoch, dass Metformin den intrazellulären Lipidgehalt 
nach drei Tagen Kultivierung bei allen hier untersuchten primären Hepatozyten etwa gleichermaßen 
senken konnte und zwar um über 40%. Dieses Resultat steht im Einklang mit den Ergebnissen von 
Dancygier et al. 2006 und Uygun et al. 2004, welche ein Benefit in der Therapie der Steatosis hepatis 
mit Metformin beschrieben. Lingvay et al. beobachteten 2007 positive Effekte durch die Behandlung 
mit  Metformin und Insulin in Kombination bei Fettlebererkrankung mit Typ-2-Diabetes, während 
Garinis et al. 2010 sogar beschrieben, dass die alleinige Metformintherapie, diätischen Maßnahmen 
bezüglich der Normalisierung der hepatischen Laborwerte überlegen ist. 
 
IV.3.3.2. Der Glucoseeffekt auf den intrazellulären Fettgehalt primärer Hepatozyten 
 
Wie in Kapitel III.3.2. nachzulesen ist, ist der Effekt, den Glucose auf den intrazellulären Lipidgehalt 
der untersuchten primären Maushepatozyten auswirkt, immens: Ein Anstieg um nahezu 100% 
konnte durchschnittlich gemessen werden. Die Zellen stammten von Versuchstieren, welche 
teilweise sehr deutlich diabetische Stoffwechselveränderungen, im Sinne von Hyperglycämie und 
Dyslipoproteinämie, aufwiesen. Der starke Glucoseeffekt auf den intrazellulären Lipidgehalt in der 
Zellkultur entspricht der Beobachtung, dass Diabetes und Fettlebererkrankungen (NAFLD) gehäuft 
gemeinsam auftreten. Diskutiert werden nach wie vor kausale Zusammenhänge (vgl. Lattuada et al.). 
Die Frage, ob die Fettleber die Entwicklung der diabetischen Stoffwechsellage bedingt oder auf ihrem 
Boden entsteht, konnte anhand der Experimente in dieser Arbeit nicht geklärt werden. Alle hier 
verwendeten primären Hepatozyten entwickelten jedoch in der Kultur, durch zusätzliche Inkubation 
mit 20mM Glucose für drei Tage, das mikroskopische Bild einer Steatose. Von den hier untersuchten 
Chemikalien, konnte diesem Effekt nur die Behandlung mit dem Biguanid Metformin 
entgegenwirken. Der beobachtete Metformineffekt, sowohl bei Glucosezusatz, als auch bei 
Inkubation der primären Hepatozyten im Kulturmedium, passt zu der klinischen Beobachtung, dass 
die prophylaktische Metformingabe bei metabolischem Syndrom die Entstehung oder 
Verschlechterung einer bestehenden Fettleber (NAFLD), sowie das Risiko der Entstehung eines 




IV.3.3.3. Effekte auf den intrazellulären Fettgehalt von HuH7-Zellen 
 
Im Gegensatz dazu steht der ausbleibende Glucoseeffekt bei humanen Hepatomzellen der Linie 
HuH7. Genau wie durch Metformin bei diesen Zellen keine Änderung des Fettgehaltes nachweisbar 
war, kam es auch durch ein Überangebot an Glucose nicht zu einer Erhöhung der Lipidkonzentration. 
Da die Tumorzellen im Gegensatz zu den untersuchten primären Hepatozyten eine besonders hohe 
Aktivität der Hedgehog-Patched-Smoothened-Signalkaskade aufweisen (vgl. Huang S et al. 2006), 
könnte man annehmen, dass diese Tatsache eine mögliche Ursache hierfür darstellt. Zur 
Überprüfung dieser Annahme, wurde der Signalweg mit einem seiner effektivsten chemischen 
Inhibitoren, dem Steroid-Alkaloid Cyclopamin (vgl. Giannis et al. 2009; Thomas et al. 2000), welches 
Smo bindet und blockiert (vgl. Osipo et al. 2006), gehemmt. Diese Inhibition reichte jedoch nicht aus, 
um ein den primären Hepatozyten ähnliches Verhalten der Hepatomzellen zu erreichen. Die 
Ursachen hierfür sind nicht eindeutig eruierbar: möglicherweise sind in den Tumorzellen andere 
Signalwege aktiv, die eine Glucose-induzierte Fetteinlagerung verhindern und somit keine 
Angriffsmöglichkeit für Metformin präsentieren. Ebenso besteht die Möglichkeit, dass die Reduktion 
der Aktivität des Shh-Ptch-Smo-Signalweges durch Cyclopamin bei weitem nicht an die niedrige 
Signalweg-Aktivität in den untersuchten primären Hepatozyten heranreicht und somit das differente 
Verhalten der Tumorzellen gegenüber Metformin und Glucose allein auf diesem Mechanismus 
beruht. 
Da es sich bei den HuH7-Zellen um Hepatomzellen handelt, wäre außerdem denkbar, dass der 
gesteigerte Glucosemetabolismus (Warburg 1956; Nakajima et al. 2012) in Tumorzellen für das 
Ausbleiben des Metformin- und Glucoseeffektes auf den intrazellulären Lipidgehalt infrage kommt. 
Bei diabetischer Stoffwechsellage wird die Hyperglycämie dadurch getriggert, dass der hepatische 
Stoffwechsel zugunsten der Gluconeogenese verändert ist. Tumorzellen gewinnen den größten Teil 
der Energie durch Glycolyse. Metformin bewirkt eine Hemmung der endogenen Glucoseproduktion. 
Der fehlende Metformineffekt könnte also auch der fehlenden Gluconeogenese-Aktivität in den 
Hepatomzellen geschuldet sein. Ebenso könnte das Ausbleiben der Fetteinlagerung durch Glucose 
durch die hohe Glycolyserate erklärt werden: Da die Glucose verbraucht wird, steht sie nicht mehr 
zur Lipidbiosynthese zur Verfügung.  
Ein weiterer Unterschied der Tumorzellen zu primären Hepatozyten besteht in dem starken Anstieg 
der Lipidkonzentration durch freie Fettsäuren (hier untersucht mit Ölsäure, siehe III.3.7. und 
Abbildung 12, S.56), was die Ergebnisse von Fujimoto et al. (2006) bestätigt. Normale Hepatozyten 
tolerieren erhöhte Spiegel freier Fettsäure wesentlich besser und reagieren lediglich mit einer 
leichten Lipidzunahme (siehe III.3.4. und Abbildung 10, S.47). Trotz der starken Fetteinlagerung, ist 
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jedoch auch bei Ölsäureinkubation kein Metformineffekt bei den Tumorzellen auslösbar, was einen 
weiteren Unterschied zu primären Hepatozyten darstellt, bei denen das Biguanid den Lipidspiegel 
auch bei Fettsäureinkubation senkt. Als mögliche Ursache käme auch hierfür die hohe Aktivität des 
Hedgehog-Signalweges infrage. Denkbar wären jedoch genauso andere Signalwege, welche in den 
Tumorzellen aktiviert wurden und dazu führen, dass kein Angriffspunkt für Metformin vorhanden ist. 
 
IV.3.3.4. Effekt des LXR-Agonisten TO 901713 
 
Neben Glucose, kann auch der LXR-Agonist TO 901317 (N-(2,2,2-Trifluorethyl)-N-[-4-(2,2,2-Trifluoro-
1-Hydroxy-1-Trifluoromethylethyl)phenyl]sulfonamide) die intrazelluläre Fettsäuresynthese bei 
Mäusen steigern (vgl. Chin et al. 2010). Sogar in humanen Hepatozyten wiesen Kotokorpi et al. 2007 
einen Anstieg der Lipideinlagerung nach. Bezüglich der hepatischen Insulinsensitivität, welche durch 
TO 901317 herabgesetzt wird, ist der LXR-Agonist somit ein Gegenspieler des Biguanids Metformin, 
welches selbige steigert (vgl. Tiikkainen et al. 2004). Der Wirkmechanismus wird wie folgt vermutet: 
Der Liver-X-Receptor (LXR) nimmt eine Schlüsselrolle im Cholesterinstoffwechsel ein. Aktivierung 
durch TO 901317 führt zum Absinken des hepatischen Cholesterins durch gesteigerten 
Cholesterinefflux und gesteigerte hepatozytäre Fettsäuresynthese. Im Plasma steigen dafür 
Triglyceride und Cholesterin. Indirekt wird sogar das Arteriosklerose-Risiko durch gesteigerten 
Cholesterinefflux aus den Makrophagen gesenkt (vgl. Zahedi et al. 2006). Plösch et al. (2007; vgl. 
auch Kim et al. 2009) beschreiben sogar eine Hemmung des Hedgehog-Signalweges durch 
Aktivierung des LXR, was zur Hypothese passen würde, Metformin wirke über Steigerung des 
Hedgehog-Signalweges und damit entgegengesetzt dem LXR-Agonisten.  
Tatsächlich ergab sich folgendes: TO 901317 führte, wie erwartet in den untersuchten Populationen 
primärer Maushepatozyten zu einem statistisch signifikantem Anstieg der intrazellulären 
Lipidkonzentrationen um etwa 20%. Metformin im Gegenzug reduzierte den Fettgehalt in der 
untersuchten Population um über 30%. Auch simultane Kultivierung mit beiden Substanzen führte 
zur Reduktion des Fettgehaltes, jedoch nur noch um etwa 11%.  
Als Ursache dafür kommen verschiedene Möglichkeiten in Betracht: TO und Metformin könnten 
unterschiedliche Angriffspunkte haben, so dass beide Substanzen parallel wirken und sich beide 
Effekte lediglich addieren. Der Effekt könnte jedoch auch in die gleiche Richtung gehen, also über 
einen Mechanismus, der von beiden Chemikalien antagonistisch genutzt wird.  
Eine Konkurrenz beider um einen Bindeort oder verschiedene Bindestellen ist nicht wahrscheinlich, 
da es keinerlei Anhaltspunkte in der Literatur dafür gibt. Möglich wäre jedoch, dass Metformin eine 
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Reduktion des LXR-Spiegels hervorruft, was aber lediglich eine Spekulation ist, da keine Daten über 
den Rezeptorspiegel erhoben wurden. Unwahrscheinlich ist jedoch auch, dass Metformin LXR-
Antagonist ist. Dagegen spricht die Reduktion des Arterioskleroserisikos durch TO. Würden beide 
Chemikalien über den gleichen Signalweg gegensätzlich wirken, würde Metformin eine Steigerung 
des Arterioskleroserisikos bewirken, was eindeutig nicht der Fall ist. Im Gegenteil, auch Metformin 
wird eine kardioprotektive Wirkung nachgesagt, die über die Blutzuckernormalisierung hinausgehen 
soll (vgl. Seufert J 2006). In der UK Prospektive Diabetes Study konnte neben einer Senkung der 
Gesamtanzahl diabetischer Komplikationen auch eine signifikante Reduktion von Myokardinfarkten 
sowie eine Abnahme der Sterblichkeit, insgesamt und diabetesbedingt, erreicht werden (vgl. UKPDS 
Group 1998).  
Es ist also eher anzunehmen, dass Metformin nicht über den Liver-X-Receptor signalisiert, sondern 
über einen anderen Signalweg.  
 
IV.3.3.5. Effekt des AMPK-Aktivators AICAR 
 
AICAR (5-Aminoimidazol-4-Carboxamonophosphat) ist ein Agonist der AMP-abhängigen 
Proteinkinase (AMPK). Zangh et al. publizierten 2009 (auch Mohammed 2008), dass AICAR wie auch 
Metformin vermutlich über eine Steigerung der Aktivität der AMPK die hepatische Gluconeogenese 
reduzieren, bzw. den intrazellulären ATP-Gehalt senken. Als Beweis dafür diente die Umkehrbarkeit 
des Effektes durch spezifische AMPK-Hemmung mittels Compound C (Schimmack et al. 2006). Hardie 
sieht in einer direkten AMPK-Aktivierung mögliche neue Ansatzpunkte zur Behandlung des 
Metabolischen Syndroms und Typ II Diabetes mellitus, die theoretisch nebenwirkungsärmer sein 
könnte, als die indirekte AMPK-Aktivierung durch Metformin und Thiazolidindione (vgl. Hardie 2008). 
Er weist jedoch auch darauf hin, dass aktivierende Mutationen AMPKs Kardiopathien verursachen 
und daher eine kritische Überprüfung der Effekte nötig ist. Vincent et al. (1982) behaupten, dass 
auch die Glycolyse durch AICAR gesenkt wird. 
Der zelluläre ATP-Gehalt wird durch Metformin schwach abgesenkt (siehe Hardie 1997; Zhou et al. 
2001; Kapitel III.2.2.), was eine konsekutive AMP-Erhöhung nach sich ziehen und dazu führen würde, 
dass Metformin allein denselben Effekt wie AICAR hätte, nämlich eine Aktivierung der AMPK. Anders 
wäre dies bei gleichzeitiger Glucose und Metformingabe, da wie in Abb. 6 deutlich wird, der ATP-
Gehalt in dem Fall nicht abnimmt. Es würde dann also unter der Behandlung keine AMPK-Aktivierung 
stattfinden, im Gegensatz zur AICAR-Behandlung, die die AMP-abhängige Kinase direkt aktiviert. 
Tatsächlich konnte in Anwesenheit von Glucose jedoch kein anderer Effekt AICARs festgestellt 
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werden, als in Abwesenheit von Glucose (siehe Abb. 14). Würde Metformin allein über die indirekte 
AMPK-Aktivierung durch ATP-Spiegel-Senkung wirken, so müsste die Metforminwirkung in 
Anwesenheit von Glucose verringert sein, da in diesem Fall keine Reduktion des ATP-Spiegels 
beobachtet werden konnte. Das ist jedoch eindeutig nicht der Fall. Im Gegenteil, Der 
Metformineffekt scheint bei Glucoseanwesenheit eher besonders deutlich hervorzutreten. Zwar 
konnte insgesamt kein signifikanter Unterschied der Metforminwirkung mit oder ohne Glucose 
beobachtet werden, doch entsteht der Eindruck, dass der Metformineffekt unter Glucoseüberschuss 
stabiler nachweisbar ist, als ohne (siehe Kapitel III.3.3. und Kapitel III.3.10; Bei den dort untersuchten 
Populationen war die Versuchsanzahl aufgrund der begrenzten Verfügbarkeit der Hepatozyten sehr 
gering (drei oder vier). Trotzdem ist der Metformineffekt unter erhöhter Glucosekonzentration 
jeweils signifikant.). Insgesamt liegt die Vermutung nahe, dass Metformin nicht ausschließlich über 
eine AMPK-Aktivierung durch intrazellulären AMP-Anstieg signalisiert, was im Widerspruch zu den 
Ergebnissen von Violett (2006) steht. 
Im Experiment konnte auch ohne Glucose keine Ähnlichkeit des Effektes durch AICAR mit dem durch 
Metformin ausgelösten Effekt festgehalten werden. Im Gegenteil, AICAR schien den intrazellulären 
Lipidgehalt in den hier untersuchten primären Hepatozyten sogar eher zu steigern, auch wenn keine 
statistische Signifikanz erreicht werden konnte. Ein Grund hierfür könnte wiederum die zu geringe 
Anzahl an untersuchten Populationen sein. Die Beobachtung könnte mit der Behauptung von Vincent 
et al. (1982) erklärt werden. Wenn AICAR die Glycolyse senkt, ist bei diabetischer Stoffwechsellage 
mit Hyperglycämie eher damit zu rechnen, dass Glucose in anderer Weise verstoffwechselt wird, zum 
Beispiel der Lipidsynthese zur Verfügung steht. Diese Überlegung stellt jedoch nur ein 
Gedankenexperiment dar, da AMPK-Aktivierung zur Hemmung der Cholesterin- und 
Fettsäurebiosynthese führt und der Mechanismus des Anstieges der intrazellulären Lipideinlagerung 
schwer nachvollzogen werden könnte. 
Wäre der beobachtete AICAR-Effekt auf in vivo-Bedingungen übertragbar, so würde die direkte 
Aktivierung der AMPK keine sinnvolle Alternative in der Behandlung des Metabolischen Syndroms 
und Typ II Diabetes mellitus darstellen, was im Widerspruch zur Ansicht Hardies (2008) steht. 
Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass Metformin in unterschiedlichen 
Situationen an primären Hepatozyten zur Reduktion hepatischer Steatose führt. Der Mechanismus 







Die Fettlebererkrankung ist eine in der industrialisierten Welt seit Jahren an Häufigkeit und Intensität 
zunehmende Gesundheitsstörung, der aufgrund ihrer wirtschaftlichen und gesundheitlichen 
Auswirkungen immer mehr Aufmerksamkeit geschenkt werden muss. Vor allem das Fehlen einer 
suffizienten Therapie gegen Steatosis hepatis und einige andere Stoffwechselstörungen im Rahmen 
des Metabolischen Syndroms, macht die wissenschaftliche Tätigkeit auf diesem Gebiet sehr lohnend. 
Neben der schwierigen und langwierigen Forschung an neuen Medikamenten, bietet sich die 
Untersuchung von Effekten altbekannter Arzneimittelvertreter auf Gewebe oder 
Stoffwechselvorgänge an, die in der Vergangenheit noch nicht vorgenommen wurden. Das Biguanid 
Metformin ist beispielsweise seit Jahrzehnten im Einsatz als First-Line-Therapeutikum des Typ-II 
Diabetes mellitus, der auch in die Gruppe der Erkrankungen des Metabolischen Syndroms gehört. In 
dieser Arbeit wurde untersucht, ob es Hinweise dafür gibt, dass durch Metformin auch eine 
Reduktion von Steatosis Hepatis in Kulturen verschiedener Hepatozytenpopulationen erzielt werden 
könnte.  
Die nötige Methodik um dieser Fragestellung näher zu kommen, bestand in der Verwendung dreier 
verschiedener Hepatozyten-in-vitro-Modelle, welche durch Inkubation mit einem Überangebot an 
Nährstoffen, speziell Glucose oder den freien Fettsäuren Ölsäure und Palmitinsäure, mit einer 
intrazellulären Lipidakkumulation reagierten (Wildtyp-Maushepatozyten und humane 
Hepatomzellen) beziehungsweise bereits eine genetische Disposition zur Entwicklung einer Fettleber 
hatten (Smo-Knockout-Maushepatozyten). Diese künstlich erzeugte Steatosis wurde nun mit 
Chemikalien wie Metformin aber auch dem LXR-Agonisten TO 901317 und dem AMPK-Aktivator 
AICAR beeinflusst. Die verwendeten Modellsysteme unterscheiden sich bezüglich der Aktivität des 
Hedgehog-Signalweges, der in humanen Hepatomzellen eine besonders hohe, in den primären 
Hepatozyten eine sehr niedrige beziehungsweise nahezu keine (Smo-Knockout-Hepatozyten) 
nachweisbare Aktivität hat. 
Thesen: 
1. Bei der Kultivierung der primären Hepatozyten der Wildtyp- und Knockout-Mäuse war nach 
24 Stunden Inkubation noch ein deutlicher Unterschied bezüglich des intrazellulären 




2. Metformin- und Fructoseinkubation führen jeweils zu einer Abnahme des 
intrahepatozellulären ATP-Gehaltes. Bei gleichzeitiger Anwesenheit von Metformin und 
Glucose wird dieser ungünstige Effekt auf den Energiespiegel jedoch aufgehoben. 
3. 72-stündige Inkubation der primären Hepatozyten (Smo-Knockout- und Wildtyp-
Hepatozyten) mit Metformin, führte zu einer Reduktion des intrazellulären Fettgehaltes um 
durchschnittlich über 40%.  
4. Die Inkubation der primären Hepatozyten mit Glucose über 72 Stunden führte zu einem 
Anstieg der Lipidkonzentration um etwa 100%. Der vermindernde Metformineffekt konnte 
dabei in derselben Intensität wie ohne Glucose beobachtet werden.  
5. Bei humanen Hepatomzellen (HuH7) konnte kein Metformineffekt und kein Glucoseeffekt 
beobachtet werden, auch nicht nach spezifischer Hemmung des Hedgehog-Signalweges 
mittels Cyclopamin. 
6. Die Hepatomzellen reagierten jedoch ausgesprochen sensibel auf Inkubation mit freien 
Fettsäuren mit einem starken Anstieg der intrazellulären Lipidspiegel, während bei primären 
Hepatozyten nur ein leichter Anstieg beobachtet werden konnte. Auch unter dieser 
Bedingung konnte kein Metformineffekt bei Hepatomzellen beobachtet werden, wo 
hingegen primär kultivierte Zellen auch in Anwesenheit von freien Fettsäuren einen 
Metformineffekt zeigten. 
7. Der LXR-Agonist TO 901317 führte in den untersuchten Populationen primärer 
Maushepatozyten zu einem statistisch signifikanten Anstieg der intrazellulären 
Lipidkonzentrationen um etwa 20%. Simultane Kultivierung mit Metformin führte zur 
Reduktion des Fettgehaltes, jedoch nur noch um etwa 11%.  
8. Inkubation mit dem AMPK-Aktivator AICAR führte nicht zu einer signifikanten Änderung des 
Lipidgehaltes in den hier untersuchten Populationen.  
9. Aus 7. ist anzunehmen, dass Metformin eher nicht über den LXR signalisiert (partielle 
Antagonisierbarkeit, fehlende Hinweise in der Literatur). 
10. Aus 8. und 2. geht hervor, dass Metformin eher nicht wie AICAR über AMPK-Aktivierung 
durch AMP-Steigerung wirkt, da kein ähnlicher Effekt beobachtet werden konnte und auch 
mit Glucose keine Änderung erzielt wurde. 
11. Die theoretische Möglichkeit, dass Metformin über eine Steigerung des Hedgehog-
Signalweges seine Wirkung entfaltet, ist in Anbetracht der Punkte 3.-7. nicht auszuschließen. 
Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass Metformin in unterschiedlichen 
Situationen an primären Hepatozyten zur Reduktion hepatischer Steatose führt. Der Mechanismus 
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